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(54) Title: ct-0 C4BP-TYPE RECOMBINANT HETEROMULTIMERIC PROTEINS 

(54) TOre: PROTEINES HETERO-MULTTMERIQUES RECOMBIN ANTES DU TYPE a - 0 C4BP 

(57) Abstract 

A recombinant heteromultimeric protein including at least (a) a polypeptide fusion molecule A consisting of a C4BP a -chain C- 
terminal fragment between amino acids 124 and 549, and a polypeptide fragment heterologous to said a -chain, and (b) a polypeptide fusion 
molecule B consisting of a C4BP /? -chain C-terminal fragment between amino acids 120 and 235, and a polypeptide fragment heterologous 
to said p -chain, wherein molecules (a) and (b) are linked in the C-terminal portion thereof to form said multimeric protein. 



(57) Abrege* 

Proline multimdrique recombinante, caractensee en ce qu'elle comprend au moins: a) une molecule de fusion A, de nature 
polypeptidique constituee d'un fragment C-terminal de la chaine a de la C4BP compris entre les acides amines 124 et 549 et d'un 
fragment polypeptidique necrologue a ladite chaine a, b) une molecule de fusion B, de nature polypeptidique constituee d'un fragment 
C-terminal de la chaine 0 de la C4BP compris entre les acides amines 120 et 235 et d'un fragment polypeptidique necrologue a la chaine 
/?, les molecules en a) et b) dtant associees dans leur partie C-terminale pour former ladite proteme multim6rique. 
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PROTEINES HFTFRO-MULTIMFRiqiiPQ RECOMBINAMTPg 
DU TYPE a - p ftdRP 

> La presente. invention porte sur des proteines de fusion hetero- 

mult.meriques de type C4BP, les compositions les contenant ainsi que leur 

procede de preparation. Plus particulierement, cette invention est relative a 

des proteines de fusion hetero-multimeriques issues de I'association de 

monomeres <x et J3 de la proteine C4BP ou de fragments de ceux-ci ces 

monomeres etant fusionnes a des polypeptides issus de proteines a 

act,v,te fonctionnelle ayant des propriety de ligand ou de recepteur 

Les numeros entre parenthese sont relatifs a la liste bibliographique en fin 
cle texte. 

La « C4BP- binding protein » (C4BP) appelee auparavant proteine riche en 
proltne, est une proteine importante a la fois dans le systeme de la 
coagulation (1), et dans le systeme du complement (2, 3) La forme 
mapritaire de la C4BP est composee de 7 chaines a identiques de 75 Kd 
et tfune chaine p de 45 Kd. La sequence de nucleotide du cDNA et la 
sequence proteique de la chaine a ont ete determines (4) Une 
description complete de la C4BP humaine, son isolement e. sa 
caracterisation on. ete decrits dans (2) ; une mise a jour des 
connassances sur cette molecule a ete synthetisee dans (5). 
L'existence des deux chaines o et p etait inconnue jusqu'en 1990 ce n'est 
qu'en 1990 que A. Hillarp a mis en evidence pour ,a premiere fois 
I ex,stence dans la proteine multimerique une nouvelle sous-unite designee 
cha.ne p, et qui contient le site de liaison a la proteine S (6, 7) 
La demande de brevet BIOGEN WO 91/1146 decrit' des proteines 
mummeriques du type C4BP uniquement constitutes de monomeres « 
dans lesquels la partie N-.erminale a ele substitute par un fragment de la 
proteine CD4. 
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Cepenclant, les constructions decrites dans ce document ne mettent en 
oeuvre que la chaine a, la chaine p etant inconnue a cette epoque. 
L'inconvenient de ces constructions est qu'il est extremement difficile de 
controler I'etat physique de la molecule synthetique c'est-a-dire le nombre 
5 de monomeres qui s'associent d'une part, et d'autre part lorsque Ton 
souhaite associer au sein du multimere deux parties fonctionnelles 
differentes, de controler les proportions de ces elements fonctionnels. 
Des agents therapeutiques ayant une fonction au niveau du systeme 
immunitaire, qu'il soit cellulaire ou humoral, ou agent d'immuno- 

10 intervention, se sont developpes dans de nombreuses 
directions ; les champs ^application des immuno-interventions 
therapeutiques des anticorps surtout des anticorps monoclonaux restent 
cependant aujourd'hui modestes, du fait de la mauvaise maitrise des 
phenomenes survenants apres leur liaison cellulaire. En effet t meme 

is humanises, on ne sait aujourd'hui utiliser ces anticorps qu'a des fins de 
destruction cellulaire. 

Le developpement d'anticorps bi-specifiques a egalement ete envisage et 
certains d'entre eux comportent une partie susceptible de se lier a un 
antigene et I'autre partie ayant une qualite de ligand vis-a-vis d'un 
20 recepteur permettant d'effectuer le routage vers un systeme cellulaire (8). 
Cependant, ces systemes ne permettent pas d'associer plusieurs ligands 
dans un meme complexe, ce qui dans certains cas semble necessaire au 
declenchement d'une reponse immunitaire. 

Un autre systeme multimerisant propose repose sur le Fc de TlgM ; il 
25 possede plusieurs inconvenients : le principal est de realiser des especes 
moleculaires de tailles variables laissant des residus sulfhydriles libres 
capables de reagir avec des molecules piasmatiques ou des surfaces 
cellulaires. En outre, les fonctions du fragment Fc de liaison au recepteur 
cellulaire et d'activation du complement peuvent etre indesirables. 
30 Un molecule hetero-multimerique recombinante peut permettre au 
contraire d'associer plusieurs fonctions anticorps, ou plusieurs molecules 
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d'enzymes ou plusieurs antigenes ou des fragments ou des melanges de 
ceux-ci, realisant un traceur multi-valent ayant un meilleur potentiel 
d'amplification du signal detecte en comparaison d'une proteine de fusion 
associant un seul anticorps ou un anticorps bi-specifique et une molecule 
5 enzymatique ou antigenique. 

Cette approche peut permettre d'envisager, outre Topsonisation par 
declenchement de I'immunite cellulaire, la mise en oeuvre provoquee de 
Timmunite humorale par I'activation du complement. 
L'objectif de la presente invention est done de developper des molecules 

10 chimeriques recombinantes solubles hetero-multimeriques associant des 
fonctions differentes dans une meme molecule, dans une perspective 
d'immuno-intervention en pathologie dysimmunitaire humaine. Ces 
molecules permettront d'intervenir dans les mecanismes 
physiopathologiques des differentes affections, notamment dans les 

15 domaines relatifs : 

• a la pathologie du transport et de I'elimination des complexes immuns 
par les erythrocytes, avec une application notamment au Lupus 
erythremateux dissemine, ou aux infections VIH, 

• a la capture des antigenes mediee par les recepteurs Fc en surface des 
20 cellules de la lignee monocyte-macrophage, 

• a la modulation par des molecules a activite CD16 soluble, 

• a la prevention de Tallo-immunisation anti Rh(D) erythrocytaire, 

• a inhibition de la penetration cellulaire du virus VIH a Taide de formes 
solubles de CD4, d'anticorps diriges contre les constituants du virus, 

25 et/ou de molecules a fonctions enzymatiques. 

La presente invention porte sur une proteine multimerique recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins : 

a) une molecule de fusion, de nature polypeptidique A constitute 
d'un fragment C-terminal de la chaine a de la C4BP compris entre les 
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acides amines 549 et 124, et d'un fragment polypeptidique heterologue a 
iadite chaine a, 

b) une molecule de fusion B, de nature polypeptidique constitute 
d'un fragment C-terminal de la chaine p de la C4BP compris entre les 
5 acides amines 235 et 120, et d'un fragment polypeptidique heterologue a 
la chaine p, 

Les acides amines 549 ou 235 representant respectivement les extremites 
C-terminales des molecules de fusion, les fragments heterologues etant 
fusionnes par leur extremite N-terminale au residu des chaines a et p 

10 respectivement, les molecules en a) et b) etant associees entre elles par 
leur partie C terminate pour former Iadite proteine multimerique. 
Preferentiellement, une proteine multimerique recombinante selon 
invention est caracterisee en ce que le fragment C-terminal de la chaine a 
est compris entre les acides amines 549 et 493 et, en ce que le fragment 

15 C-terminal de la chaine p est compris entre les acides amines 235 et 176. 
La reassociation des molecules de fusion est realisee par la formation de 
points disulfures entre les cysteines en position 498 et 510 de Textremite 
C-terminale de la chaine a, et les cysteines en position 199 et 185 de 
Textremite C-terminale de la chaine p. 

20 Toute chimere entre les chaines a et p associant le cas echeant une 
cysteine de la chaine a et une cysteine de la chaine p dans la molecule de 
fusion A, ou B, ou dans les deux, entre egalement dans la portee des 
constructions des proteines multimeriques de I'invention. 
Notamment, la possibility de modifier I'espacement entre les deux 

25 cysteines peut permettre de modifier le nombre de monomeres entrant 
dans la constitution du multimere. 

A titre d'illustration, une augmentation de la distance entre les cysteines 
peut conduire a une augmentation du nombre de monomeres entrant dans 
le multimere ; en revanche, une diminution de cette distance entrainerait 
30 une diminution de ce nombre. Dans certains cas, il peut etre avantageux 
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de modifier cette distance de telle fa?on a modifier la reassociation 
controlee des deux types de -chaines porteuses d'un ligand ou d'un 
recepteur, quant a leur nombre et a leur proportion. 
Dans la presente invention, il a ete mis au point un systeme multimerisant 
permettant d'obtenir des formules hepta et octameriques a I'aide de 
Textremite C-terminale des chaines elementaires de la molecule C4BP. La 
multimerisation de molecules dont Textremite C terminate a ete remplacee 
par la partie C-terminale de la C4BP a ou de la C4BP p, fournit une forme 
octamerique. 

En tout etat de cause, le fragment issu de la chaine (3 de la C4BP doit etre 
depourvu des sites de fixation a la proteine S, lesquels sites se situent au 
niveau des deux SCR de la partie proximale de Textremite N-terminale de 
la chaine p. 

Ainsi, une proteine multimerique recombinante selon Tinvention est 
caracterisee en ce que le rapport en nombre de monomeres a / p varie 
entre 7/1 et 5/3, et est de preference de 7/1 quand les fragments des 
parties C-terminales ont une provenance homogene dans les fragments A 
et B ci-dessus. 

Idealement, la molecule recombinante multimerisante est une proteine 
n'associant que des constituants humains, evitant ainsi toute immunisation 
xenogenique, et n'activant pas le complement sauf fonctions specifiques 
ajoutees intentionnellement dans ce sens. Une telle molecule ne doit pas 
interagir avec des recepteurs cellulaires ou des molecules plasmatiques et 
assurer ainsi une meilleure activite a la molecule chimerique par sa 
multivalence, ainsi qu'une plus longue duree de vie. 
Une proteine multimerique selon la presente invention presente des 
proprietes relatives a Timmuno-intervention, notamment une capacite a 
moduler Tactivite du complement aux fins de generer une opsonisation de 
maniere artificielle. C'est par le caractere heterofonctionnel que Ton peut 
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attribuer a cette proteine, grace a I'apport de fragments N-terminaux 
heterologues, que ce resultat est obtenu. 

A ces fins, une proteine recombinante conforme a I'invention est 
caracterisee en ce que les fragments heterologues en A et en B sont issus 

5 de ligands specifiques du systeme immunitaire, notamment de proteines 
lymphocytaires de surface du type CD, des anticorps ou de fragments 
d'anticorps, des antigenes ou de fragments d'antigenes ; les fragments 
heterologues en A et B peuvent, selon I'application que Ton souhaite 
donner a la proteine recombinante, etre choisis, sans caractere exhaustif, 

10 parmi les polypeptides a activite de ligands suivants : 

i) - des fragments issus de proteines lymphocytaires sont le CD4, le 

CD8, le CD16, le CD35 (ou CR1), 

ii) - des anticorps ou fragments d'anticorps ont une specificite anti- 

erythocytaire et notamment anti Rh(D), 
15 iii) - des antigenes, notamment des antigenes vaccinants, comme le pre- 
S2 du virus de I'hepatite B, 

iv) - une enzyme a visee therapeutique ou plus particulierement le 

fragment de cette enzyme correspondant au site actif dudit enzyme, 
qui peut etre fusionne avec la partie C-terminale de la chaine alpha 
20 pour former le fragment A, le fragment B pouvant alors etre constitue 

par tout type de polypeptide tel que cite en i) a iii). 
Encore plus particulierement, des combinaisons de A et B particulierement 
avantageuses pour mettre en oeuvre 1'immuno-intervention de I'invention 
peuvent etre des proteines multimeriques dans lesquelles les fragments 
25 polypeptidiques de fusion contiennent : 

v) - en A le CD4 ou, un derive du CD4 et, 

- en B le sc Fv d'un anti Rh(D) ou d'autres anticorps notamment des 
anticorps neutralisants, ou des cibles antigeniques. 
Une autre construction avantageuse est une proteine multimerique dans 
30 laquelle les fragments polypeptidiques de fusion contiennent . 
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- en A un antigene, notamment un antigene vaccinant ou une enzyme 
therapeutique ou un CD35 (ou CR1) ou un anticorps, ou tout 
fragment de ceux-ci possedant la propriete de ligand de la molecule 
entiere ; 

5 - en B un anticorps ou un fragment de celui-ci ayant conserve son 
epitope ; 

Une autre proteine multimerique recombinante avantageuse sont celles 
dans lesquelles les fragments polypeptidiques de fusion contient : 

- en A un immogene vaccinant et 

10 - en B un CD4 ou une molecule derivee pourvu qu'elle conserve la 
propriete du ligand de la molecule entiere. 
En outre, la presente invention vise les cellules eucaryotes ou procaryotes 
transduites par un ou plusieurs plasmides contenant une sequence d'acide 
nucleique heterologue et codant au moins pour une molecule 

15 polypeptidique de fusion A et une molecule polypeptidique de fusion B. 
Les differentes lignees cellulaires qui peuvent etre utilisees pour etre 
transduites par des plasmides sont de preference des cellules eucaryotes 
susceptibles de realiser la glycosylation post-traductionnelle ; on peut citer 
a titre d'exemple, des levures ou des cellules de lignees animates telles 

20 des cellules de types fibroblastiques, comme les BHK ou les CHO, ou 
encore des lignees lymphocytaires comme des lymphocytes immortalises. 
Selon differentes realisations de la presente invention, les cellules peuvent 
etre : 

- co-transduites par deux plasmides distincts, ou 

25 - transduites par un plasmide codant pour un premier polypeptide puis sur- 
transduites par le deuxieme plasmide codant pour le deuxieme polypeptide 
ou, 

- resultent de la fusion de deux cellules dont Tune a ete transduite par le 
plasmide codant pour le premier polypeptide et I'autre a ete transduite par 

30 un plasmide codant pour le deuxieme poplypeptide. 
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Les fusions de cellules sont realisees par des methodes classiques, soit 
par action du PEG (polyethylene glycol), ou encore par action du virus 
Epstein-Barr, ou toute autre methode classique pour fusionner deux 
cellules eucaryotes differentes. 

Plus particulierement, lesdites cellules peuvent etre transduites par le 
premier plasmide qui est celui depose le 12 juillet 1995 a la C.N.C.M. sous 
le N° 1-1610 et par ie deuxieme plasmide qui est celui depose a la 
C.N.C.M; le 12 juillet 1995 sous le N° 1-1611. 

La presente invention concerne egalement un procede de preparation 
d'une proteine multimerique selon I'invention. Ce procede est caracterise 
en ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

- la transduction de lignees cellulaires cibles par au moins un 
plasmide contenant une sequence heterologue codant pour une chaine A 
ou B, telles que definies ci-dessus, 

- I'expression et I'isolement des chaines heterologues A ou B, 

- la mise en milieu oxydant desdits polypeptides, dans des 
proportions determinees, 

- I'isolement des multimeres. 

De preference, ce procede de preparation est caracterise en ce que les 
lignees transduites ont ete soit : 

- co-transduites par deux plasmides porteurs de sequences d'ADN codant 
respectivement pour les polypeptides A et B, ou 

- transduites par un plasmide codant pour un premier polypeptide puis sur- 
transduites par le deuxieme plasmide codant pour le deuxieme 
polypeptide, ou , 

- resultent de la fusion de deux cellules dont Tune a ete transduite par le 
plasmide codant pour le premier polypeptide et I'autre a ete transduite par 
un plasmide codant pour le deuxieme poplypeptide. 

Par ailleurs, la presente invention porte sur ('utilisation d'une proteine 
recombinante telle que precedemment definie, dans la fabrication d'un 
medicament, et plus particulierement, d'un medicament destine a 
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- la prevention de rallo-immunisation foeto-maternelle ou, 

- la therapeutique, ou la prophylaxie des infections virales, bacteriennes 
ou parasitaires, 

- la therapeutique des maladies auto-immunes et notamment le lupus 
5 erythremateux dissemine, ou les maladies allo-immunes. 

De fa^on plus generate, la presente invention porte sur I'utilisation d'une 
proteine recombinante telle que precedemment definie dans la fabrication 
d'un medicament permettant, selon la fonctionnalite attribute aux ligands, 
ou aux recepteurs, une immuno-intervention notamment dans 
10 Topsonisation ou la non-opsonisation de cellules cibles, par activation, 
modulation ou inhibition du complement. 

L'homme du metier saura, au fur et a mesure de la decouverte des 
fonctionnalites de certaines proteines ou de certains ligands ou recepteurs, 
construire une proteine multimerique recombinante selon invention la 

15 mieux adaptee a I'effet recherche. 

Avantageusement, Tutilisation de la proteine multimerique selon Tinvention 
est caracterisee en ce qu'elle permet une activation du complement 
suffisante a provoquer Topsonisation de cellules dont les sites 
antigeniques ou epitopiques ne sont pas naturellement susceptibles de 

20 declencher une telle activation. 

Entre egalement dans le cadre de la presente invention une composition 
pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend en tant que principe 
actif une proteine multimerique recombinante telle que decrite ci-dessus. 
Ladite composition pharmaceutique peut permettre une immuno-therapie 

25 ou une immuno-prevention de differentes pathologies notamment celles 
liees aux infections virales, bacteriennes, aux maladies auto-immunes ou 
allo-immunes. 

Une proteine recombinante selon I'invention est egalement utilisable dans 
un test de diagnostic necessitant ['intervention d'au moins deux ligands ou 
30 recepteurs differents. 
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La faisabilite du multimere de tres haut poids moleculaire a ete verifiee 
dans un modele de multi CR1 (env. 1,5 million daltons). Cette molecule est 
fonctionnelle et inhibe I'activation du complement dans un modele de lyse 
dependante du complement, d'erythrocytes recouverts d'anticorps, a des 
5 concentrations inferieures a celles requises pour le CR1 soluble 
monomerique. 

La faisabilite d'hetero-chimeres associant differentes fonctions a ete 
etablie ensuite en utilisant, d'une part I'anticorps anti Rh(D), et plus 
particuiierement la partie variable Fv de cet anticorps et plus 

10 particuiierement encore la partie simple chaine de cette partie variable 
appelee scFv, dans le cas present associee a la molecule CD35 ou (CR1) 
susceptible d'inhiber ou de moduler I'activite du complement ; I'autre 
systeme utilise est un systeme hetero-multimerique de type CD4/antigene. 
Les exemples qui suivent, n'ont aucun caractere limitatif et ne servent qu'a 

15 demontrer la faisabilite des constructions de ces hetero-multi meres 
recombinants a des fins d'immuno-intervention ; les figures qui illustrent les 
exemples ont les significations suivantes : 

- la figure 1 represente un vecteur d'expression constitue d'un plasmide 
contenant la sequence codant pour le CD4 et appelee ST4CD4-C4 BP ; 

20 - la figure 2 represente un vecteur plasmidique contenant la sequence 
codant pour le CD16 multimerique . 

- la figure 3 represente un vecteur plasmidique contenant la sequence 
codant pour le CR1 multimerique ; 

- la figure 4 represente un autre vecteur plasmidique, pCDM8, codant pour 
25 le meme CR1 multimerique ; 

- la figure 5 represente un vecteur plasmidique contenant la sequence 
codant pour le scFv de I'anticorps anti Rh(D) multimerique ; 

- la figure 6 represente un autre vecteur plasmidique, pST4, contenant la 
meme sequence codant pour le scFv de I'anticorps anti Rh(D) ; 

30 - la figure 7 represente un troisieme vecteur plasmidique contenant cette 
meme sequence codant pour le scFv de I'anticorps anti Rh(D) ; 
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- la figure 8 represente un vecteur plasmidique de type pKC3B contenant 
la sequence codant pour le CR1 -multimerique. 

Dans toutes ces figures, les enzymes de restriction permettant I'insertion 
de la sequence heterologue sont indiques par leur nomenclature 
5 classique. 

- la figure 9 represente le resultat obtenu avec le scFv multimerique sur 
Tagglutination des globules rouges presentant ou ne presentant pas 
I'antigene Rhesus. Le tube en A represente le temoin positif dans lequel 
les globules rouges O Rh+ sont agglutinees par un anticorps monoclonal 

10 anti R(h) natif ; le tube B represente le temoin negatif dans lequel des 
globules rouges O Rh- ne sont pas agglutinees par le scFv anti R(h) des 
multimeriques ; le tube C represente I'essai dans lequel des globules 
rouges O Rh+ et scFv anti Rh+ sont agglutinees ; le tube D est un autre 
temoin negatif dans lequel des globules rouges O Rh- sont mis en 

15 presence d'un milieu de culture sans anticorps. 

- la figure 10 represente le profil obtenu en cytometrie de flux apres fixation 
erythrocytaire d'une hetero-chimere anti Rh(D) -CR1 . 

Cinq pistes sont representees dans lesquelles : 

- la premiere piste represente des globules rouges O Rh+ non papaTnes 
20 avec une densite de CR1 de 180 sites ; 

- la deuxieme piste represente des glolules rouges O Rh+ non papaTnes 
avec une densite de CR1 de 550 sites ; 

- la troisieme piste represente des globules rouges O Rh+ papaTnes, qui 
ont perdu leur densite de 180 sites de CR1 ; ces erythrocytes reconstitues 

25 en CR1 a I'aide de I'hetero-chimere scFv anti Rh+/CR1 expriment la 
densite supra physiologique de 1 200 sites CR1 par erythrocyte ; 

- les pistes 4 et 5 represented des temoins dans iesquels pour la piste 4, 
sont des globules rouges O Rh+ papaTnes, et pour la piste 5, sont des 
globules rouges O Rh- papaTnes traites avec I'hetero-chimere scFv anti 

30 Rh(D)/CR1. 
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I - Construction des chaines CR1 - C4 BP 

L'avantage d'uttliser le CR1 dans une construction multimerique selon 
Tinvention resulte des travaux des inventeurs sur le devenir physiologique 
du CR1 chez le sujet normal, lis ont pu ainsi determiner les parametres 
5 d'un catabolisme physiologique du CR1 erythrocytaire et ses relations 
avec le polymorphisme genetique de densite de CR1 erythrocytaire. lis ont 
pu egalement preciser le catabolisme du CR1 erythrocytaire chez les 
patients lupiques, c'est-a-dire souffrant d'un lupus erythremateux 
dissemine. La distribution parmi les patients lupiques et les sujets 

10 normaux des differents genotypes du polymorphisme de longueur et de 
nombre de sites de liaison C3b/C4b de CR1 a egalement ete etudiee. Des 
molecules de CR1 recombinantes permettant de modifier la densite de 
CR1 erythrocytaire pour restaurer leur etat physiologique ou realiser des 
erythrocytes "armes" de densites "supra-physiologiques" de CR1 ont 

is ensuite ete preparees. Le potentiel du CR1 soluble a ete demontre dans 
differents modeles en particulier d'ischemie myocardique experimental et 
de phenomene d'Arthus. Une molecule de CR1 soluble multimerique est 
produite, et son pouvoir anti-inflammatoire, sa duree de vie plasmatique 
ainsi que son espace de distribution sont etudies chez Panimal. Un 

20 couplage chimique aux erythrocytes de monomeres reduits par leur 
groupement SH libre est realisee. Des erythrocytes sont ainsi armes de 
densites supraphysiologiques de CR1 presentes de facpon fonctionnelle, et 
leur capacite de liaison de complexes immuns artificiels antigene 
Hbs/anticorps antiHBs opsonises par du C3b est alors etudiee . 

25 Les resultats obtenus avec un anti Rh(D) sont montres dans I'exemple I ci- 
apres. 

Les constructions utiiisees pour realiser la transduction C4 BP - CR1 sont 
representees dans les figures 3,4 et 8 dans les plasmides pMAMneo, 
pCDM8 et pKC3b. 
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a ) Constructio n de oMAMneo CR1-C4RP • 

L'ADN complementaire codant pour le CR1 avait ete insere aux sites Xho I 

et Not I dans le plasmide pCDM8 (du a I'obligeance de T. J. Bartow, D. T. 

Fearon et W. Wong, John Hopkins Hospital, Baltimore, U.S.A.). 

La sequence codant pour la partie extra-membranaire du CR1 est extraite 

par digestion de ce plasmide par les enzymes de restriction Xho I et Bal I. 

La partie C terminate de la C4BP est amplifiee par les amorces 5'- 

GAGACCCCCGAAGGCTGTGA-3', 

et 5'- CTCGAGTTATAGTTCTTTATCCCAAGTGG-3', 

cette deuxieme amorce contenant un codon stop et un site de restriction 

Xho I. 

Les sequences codant pour la partie C terminate de la C4BP et pour la 
partie extra-membranaire du CR1 sont inseres dans pMAMNea (Clontech, 
Palo Alto, USA) au site Xho I (figure 3) CR1-C4BP par digestion par Xho /, 
et inseree dans le plasmide pCDM8 (Invitrogen, San Diego, USA). 

b ) Constructio n dCDMS P,R1-P.4RP • 

La sequence codant pour la proteine de fusion CR1-C4BP a ete extraite de 
pMAMNeo CR1-C4BP par digestion oar Xho I, et inseree dans le plasmide 
pCDM8 (Invitrogen, San Diego, USA) (figure 4). 

c ) Construction pKC3b CR1-H4RP • 

La sequence codant pour la proteine de fusion CR1-C4BP a ete extraite de 
pMAMNeo CR1-C4BP par digestion par Xho /, et inseree dans le plasmide 
pKC3b (figure 8). 

11 • Constructi on du multimere recombinant • 

Un fragment C-terminal de la chaine a de la C4BP a ete recopie par 
PCR a partir de DNA genomique. II figure dans un seul exon. La taille 
minimale se situe au-dela de la deuxieme cysteine en partant de I'extremite 
C-terminale, la taille optimale se situe quelques acides amines au-dela, 
realisant un espaceur de 5 a 10 acides amines, soit au total 58 AA. 



WO 97/04109 PCT/FR96/01 132 



14 

La taille maximale choisie est de 6 SCR pour eviter le site de liaison C3b- 
C4b. Ce fragment maximal est synthetise a partir d'un cDNA du mRNA de 
la C4 BP, puisqu'il comporte plusieurs exons. Le fragment optimal de la 
partie C-terminale de la C4 BP est recopie a nouveau par PCR a I'aide 
5 d'amorces pourvues a leurs extremites de bras comportant les sites de 
restriction enzymatique adequats pour un montage dans un vecteur donne 
comportant deja le gene de la proteine que Ton souhaite multimeriser. Un 
site enzymatique proche de la partie C-terminale de cette proteine, ou 
situe dans sa partie extra-membranaire, est choisi permettant I'insertion en 

10 3' du fragment multimerisant. 

L'extremite 3' du fragment multimerisant est liee soit a un site du vecteur, 
soit a un site situe au-dela dans le gene de la proteine d'interet La partie 
du gene de la proteine d'interet situee en 3' du fragment multimerisant 
n'est de toute fa?on plus traduite, puisque le fragment multimerisant 

15 comporte un codon stop. 

II est done possible ainsi de modifier tres facilement un vecteur 
d'expression contenant le gene d'une proteine donnee par la simple 
insertion du fragment, sans autre modification. 

Les vecteurs pCDM8 t ST4, pMAMneo, ont ete utilises pour les differents 
20 exemples d'application du systeme multimerique selon I'invention. 

L'homme du metier saura toujours trouver les vecteurs existants 
aujourd'hui ou qui risquent d'etre mis au point, susceptibles de presenter la 
meilleure efficacite pour transduire la proteine de fusion dans les cellules 
est une affaire exprimee. 

25 

Exemple d'application 1ST 1 : 

Prevention de ralloimmunisation antiRh(D). 

Dans le cadre d'une prevention de ralloimmunisation anti Rh(D), des 
molecules hetero-multimeriques associant des fonctions erythrocytaires et 
30 CR1 sont produites. Elles permettront une liaison aisee de CR1 a des 
erythrocytes assurant des densites de CR1 parfaitement maitrisables. 
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La molecule d'anticorps utilisee pour produire le scFv anti Rh(D) a ete 
produite et sequencee dans le laboratoire de Philippe ROUGER a Tlnstitut 
National de Transfusion Sanguine (INTS) (9). 

Construction des vecteurs comoortant la sequence codant pour le scFv 
5 anti RhfD) etla partie terminate de la chaine a de la C4BP. 

Dans un premier temps, un site epitopique d'un anticorps anti-Rhesus a 

ete reduit en une structure de type scFv (pour single chaine Fv) pour une 

expression dans E.Coli par transfection par un vecteur phagique. 

Les constructions de type scFv sont des fragments d'anticorps 
10 representant la partie variable de I'anticorps et ne contenant qu'une seule 

chaine. Cette technique a ete decrite par G. WINTER (10). La sequence 

codante pour ce scFv a ensuite ete transferee dans un vecteur 

^expression apres addition du systeme multimerisant. 

Nous avons decrit plus haut la construction des vecteurs d'expressions 
15 porteurs de la sequence codant pour le scFv de I'anticorps anti Rh(D), et 

qui sont represents sur les figures 6 et 7. 

La partie C terminale de la C4BP a ete amplifiee par les amorces 5'- 
GCGGCCGCAGAGACCCCCGAAGGCTGTG-3' contenant un site de 
restriction Not I et S'-CCACTTTGGATAAAGAACTATAA-S' contenant un 
20 site de restriction Xho I. 

Ce fragment a ete insere au site Not I en 3' du gene scFv anti Rh(D). Cette 
sequence a ensuite ete inseree dans le plasmide pCDM8 et inseree aux 
sites Hind III et Xho I de pKC3b. Cette construction est representee dans la 
figure 7. 

25 La figure 5 represente une autre construction du scFv du anti Rh(D) C4BP 
dans le plasmide pKC 3B. 

Les plasmides sont ensuite utilises pour transduire des celluies animaies 
et notamment des cellules CHO DHFR". 

Les cellules CHO-DHFR" (American Type Culture Collection, Rockville, 
30 USA) ont ete transferees selon la technique au phosphate de calcium 
(Calcium phosphate transfection kit, 5 prime 3 prime Inc., Boulder, U.S. A). 
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Les cellules sont cultivees en milieu HAM deficient en Hypoxanthine et 
Thymidine (Biochrom, Vindelle, France) avec 10 % de serum de veau 
dyalise (SVF GIBCO BRL, Paisley, Ecosse) et 1% de glutamine (Sigma, St 
Louis, USA). 

La fonctionnalite des proteines multimeriques reconstitutes, soit C4 BP- 
scFv, soit C4 BP-Rh(D)/CR1 a ete etudiee. 

La production fonctionnelle de scFv multimerique a ete realisee, telle que 
demontree (i) par un marquage biosynthetique et une immunoprecipitation 
suivis d'analyse en PAGE SDS, (ii) par la detection en cytometrie de flux 
de multi scFv anti Rh(D) fixes sur des erythrocytes, (iii) par le caractere 
agglutinant en faible force ionique sur des globules papaines de chimeres 
multi scFv anti Rh(D), (iiii) par analyse d'interactions moleculaires au 
moyen d'un appareil de detection d'ondes evanescentes (lASys FISONS) 
verifiant la fixation sur des erythrocytes de la chimere multimerique anti 
scFv anti Rh(D). 

Par la suite, la faisabilite d'heteromultimeres associant differentes 
fonctions a ete etablie par la realisation d'une chimere anti R(h)esus 
D/CR1 . Son caractere fonctionnel a ete demontre en cytometrie de flux. 
Les resultats obtenus en cytometrie de flux sont represents sur la figure 
10. II est clair sur cette figure que si I'on compare les pistes 3 et 5 dans 
lesquelles respectivement les gobules rouges sont Rh+ ou Rh- on observe 
que seules les globules rouges possedant I'antigene de surface sont 
agglutinees. Ce que cette figure permet egalement de voir, c'est que ce 
n'est pas I'effet de la papaine qui permet cette agglutination puisque les 
globules rouges Rh+ papainees ne sont pas agglutinees par le CR1 
II a ete en effet possible de fixer une densite supraphysiologique de 
molecules CR1 sur des erythrocytes prealablement papaines et done 
depletes en CR1, par la fixation sur les molecules rhesus D d'une chimere 
mixte multimerique anti Rh(D) /CR1. 
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Exemple d'application N° 2 : Destruction extracellulaire du VIH 

Si la reponse immune humorale- est impuissante a eradiquer le virus VIH, 
elle est cependant efficace contre de nombreux agents infectieux contre 
lesquels des anticorps neutralisant sont regulierement produits par les 
sujets vaccines. 

Des anticorps naturels peuvent conferer une protection contre de 
nombreux agents infectieux bacteriens ou viraux, infectant d'autres 
especes. 

Certains motifs antigeniques ont ete caracterises comme cibles de ce type 
d'anticorps pour leur role dans le rejet suraigu vasculaire de 
transplantation xenogeniques. 

Le role potentiellement defavorable de la reponse immune humorale et de 
I'activation du complement vis-a-vis de I'infection par virus VIH a ete 
demontre. 

is Dans certaines circonstances, I'opsonisation des virions peut conduire a 
faciliter I'ingestion macrophagique ou la liaison lymphocytaire des virions 
par I'intermediaire de recepteurs cellulaires pour le complement ou le 
fragment Fc des IgG. En revanche le virus VIH, en tant que virus 
enveloppe, est extremement sensible a Taction lytique du complement 

20 lorsque I'activation de ce dernier est suffisante pour initier sa voie finale 
lytique ainsi que la fixation de son complexe d'attaque membranaire. Les 
retrovirus xenogenes sont detruits extremement efficacement par le serum 
humain normal du fait de I'existence d'anticorps naturels, par 
I'intermediaire d'une activation du complement. Ce phenomene avait meme 

25 fait conclure dans les annees 1970 a I'immunite naturelle de I'espece 
humaine vis-a-vis des retrovirus. 

Le but recherche est ie detournement d'une reponse immune humorale 
lytique vers les virions VIH, I'attachement aux virions etant realise par la 
composante CD4 d'une proteine recombinante heteromultimerique. Pour 
30 cela, les inventeurs ont pris en compte le fait que la tres grande variabilite 
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du virus VIH est cependant limitee par le maintien constant, essentiel pour 
le virus, d'une capacite de liaison a CD4 ( pour sa penetration cellulaire. 
Reciproquement, la molecule CD4 est capable de se lier a I'ensemble des 
virions VIH t au contraire de nombreux anticorps neutralisants au spectre 
5 d'efficacite restreint a un petit nombre de sous-type. La molecule de CD4 
soluble inhibe I'infection cellulaire par le VIH. Cependant, les 
concentrations necessaires a son action, particulierement pour la 
neutralisation d'isolats sauvages, rendent impraticable son emploi clinique. 
Differentes tentatives ont ete faites pour ameliorer sa demi-vie, son avidite 
10 et/ou apporter une fonction Fc gamma effectrice de liaison cellulaire ou 
d'activation de complement par des constructions de type : CD4/lgG bi ou 
tetravalent. 

Les inventeurs ont developpe une molecule CD4 multivalente 
heptamerique a I'aide d'un systeme multimerisant C4BP, dont I'efficacite 
15 biologique in vitro a ete demontree par I'inhibition de I'infection de cellules 
sensibles par le VIH a des concentrations inhibitrices usuelles de CD4 
soluble monomerique. 

Dans le present exemple, les inventeurs ont, plutot que d'inhiber la 
penetration cellulaire du virus, cherche a obtenir sa destruction 

20 extracellulaire a Taide de molecules solubles capables, d'une part de se 
lier sur le virion, et d'autre part d'apporter une fonction effectrice antigene, 
elicitant la destruction du virus par une reponse anticorps dependante du 
complement preexistante chez I'individu. Cette reponse est dirigee contre 
un antigene sans rapport avec le VIH, mais vis-a-vis duquel une efficacite 

25 neutralisante et lytique du systeme immunitaire a ete neanmoins testee. 
En d'autres termes, le virus VIH ayant la capacite de se « deguiser », 
de se « cacher » ou d'« agiter des leurres », les inventeurs ont cherche a 
Torner de cibles que le systeme immunitaire de I'individu sait identifier et 
traiter efficacement 
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Pour ce faire, deux constructions plasmidiques ont ete realisees portant 
respectivement le CD4 ou le fragment du CD4 porteur de la fraction 
digand » et un antigene. 



5 a) Construction du vecteur ST4 CD4-C4BP 

Les 183 derniers acides nucleiques de la sequence codant pour la C4BP 
ont ete amplifies par PCR sur de I'ADN genomique, en utilisant les 
amorces 5'-G AGAC C C C C G AAGGCTGTGTG A-3' et 

5 , ATTTCTAGAGAGTTATAGTTCTTTATCCAAAGTGGA-3 , I cette derniere 

10 amorce contenant un codon stop et un site de restriction pour Xba I. Ce 
fragment de PCR a ete lie en 5' a une sequence oligonucleotidique 
synthetique double-brins: 

S'CCGGGACAGGTCCTGCTGGAATCCAACATCAAGGTTCTGCCCACAG- 
3*. Ce fragment codant pour Textremite C-terminale de la partie 
is extramembranaire de CD4 et ayant un site Ava I en 5\ 

Cette sequence a ete inseree aux sites Ava I et Xba I dans le plasmide sT4 
CD4 contenant la construction codant pour le CD4 soluble et cette 
construction est representee sur la figure 1 . 



20 b) Construction des molecules de fusion C4BP- antiqenes 

Dans un premier temps il s'agit de rechercher quels parametres 
conduisent la reponse anticorps gp 120 des sujets infectes a une activation 
du complement jusqu'a la boucle d'amplification du C3, aboutissant a une 
opsonisation plutot favorable a I'individu, sans s'accompagner pour autant 

25 de Tactivation de la voie finale commune qui aboutirait a la lyse du virion. 
Le role de molecules de surface ^inhibition de ('activation du complement 
que le virion a emporte de la surface celluiaire, est demontre. Le relargage 
de particules d'enveloppe lors de la fixation d'anticorps (shedding) est 
egalement defavorable a Tactivation terminale du complement. L'activation 

30 de la voie finale commune du complement necessite une densite critique 
d'activation du C3 pour initier la conversion de C5. Celle-ci n'est pas 
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realisee par la fixation d'lgG sur des epitopes de la gp 120 trop eloignes 
les uns des autres. 

L'apport d'une « grappe » d'antigenes grace aux constructions de 
I'invention pour chaque site de liaison sur le virion permet done de 
declencher une activation locale suffisante du complement. 
Differentes categories d'antigenes ont ete considerees : des antigenes 
vaccinaux, des antigenes bacteriens contre lesquels I'espece humaine est 
universellement immunisee, des antigenes xenogeniques cibles 
d'anticorps naturels. 

- des antigenes vaccinaux existant sous forme de genes clones 
codant pour une proteine exprimable en cellules eucaryotes (antigene Hbs, 
anatoxine tetanique...), 

- des antigenes bacteriens vis-a-vis desquels il existe une forte 
immunite dans I'espece humaine (Escherichia-Coli, Klebsielle, flagelline de 
Shigelle, ou antigene de Salmonelle), 

- des molecules possedant les sequences proteiques acceptrices de 
glycosylations xenogeniques peuvent egalement etre envisagees apres 
qu'elles aient ete produites par des cellules animales possedant de fortes 
activites glycosyl transferase qui leur grefferont les cibles glucidiques 
d'anticorps naturels connus comme reagissant fortement en 
xenotransplantation (par exemple : groupement alpha-galactosyl, obstacle 
aux transplantations xenogeniques porc-homme). 

Ces mini-anticorps seront utilises comme agents de liaison erythrocytaire 
d'heterochimeres dont ils ne representeront qu'une valence de type C4BP 
p associee a une molecule antigenique multimerique de type C4BP a 
heptamerique. Le systeme antigenique le plus efficace sera ainsi 
selectionne dans un test de criblage aisement quantifiable. II sera alors 
transfere dans une chimere recombinante CD4/cible antigenique dont 
differents ratios CD4/antigene (1CD4/7antigenes ou nCD4/M antigenes) 
seront testes dans un modele d'inhibition d'infection virale in vitro. 
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Ces mini-anticorps seront utilises comme agents de liaison erythrocytaire 
d'heterochimeres dont ils ne representeront qu'une valence de type C4BP 
beta associee a une molecule antigenique multimerique de type C4BP 
alpha heptamerique. Le systeme antigenique le plus efficace sera ainsi 
5 selectionne dans un test de criblage aisement quantifiable. II sera alors 
transfere dans une chimere recombinante CD4/cible antigenique dont 
differents ratios CD4/antigene (1CD4/7antigenes ou nCD4/M antigenes) 
seront testes dans un modele d'inhibition d'infection virale in vitro . 
Les antigenes cibles les plus interessants ont ete inseres dans des 

10 constructions heteromultimeriques comportant le CD4 et testes pour leur 
capacite a permettre la destruction de virions VIH en presence de serum 
humain et de complement le pouvoir infectieux residue! etant evalue dans 
un test ^inhibition d'infection cellulaire in vitro. 
Materiels et methodes : 

15 Outre les constructions citees plus haut, les techniques de transfection et 
de culture cellulaires utilisees ont ete les suivantes : 
Transfection : 

Les cellules CHO-DHFR" (American Type Culture Collection, Rockville, 
USA) ont ete transferees selon la technique au phosphate de calcium 
20 (Calcium phosphate transfection kit, 5 prime 3 prime Inc., Boulder, U.S.A). 
Culture Cellulaire: 

Les cellules sont cultivees en milieu HAM deficient en Hypoxanthine et 
Thymidine (Biochrom, Vindelle, France) avec 10 % de serum de veau 
dyalise (SVF GIBCO BRL, Paisley, Ecosse) et 1% de glutamine (Sigma, St 
25 Louis, USA). 

Les cellules transfectees par pMAMNeo sont selectionnees par leur 
capacite de resistance a la neomycine (G418, 0.7 microg/ml) (Sigma). 
La production de mCR1 dans les cellules transfectees par le pMAMneo 
CR1-C4BP est induite par la dexamethasone (0.8 microg/ml). 
30 Les inventeurs ont utilises pour leurs experiences un appareil de cultures 
cellulaires en continu, en fibres creuses pour la production de proteines 
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recombinantes a I'echelle de quelques milligrammes ou quelques dizaines 
de milligrammes de proteines recombinantes. La plupart des experiences 
pourront etre menees a partir de surnageants de culture bruts ou 
concentres. Des preparations purifiees a petite echelle ont egalement ete 
preparees. 

Les syntheses d'olignonucleotides utilisees pour les constructions 
vectorielles ont ete effectuees pour adapter le fragment C4BP C terminal 
sur chaque construction. Egalement les sequences nucleotidiques ont ete 
determines sur sequenceur automatique a fluorescence pour le controle 
des constructions. 



Commentaires 

Les proteines multimeriques de I'invention, leur utilisation dans la 
fabrication d'un medicament a visee prophylactique ou therapeutique, ou 
leur utilisation comme outil de diagnostic ou de recherche sont tres 
puissantes. 

Leur utilisation peut etre un outil efficace pour ('analyse de mecanismes 
physiologiques dans la reponse immune, de meme que pour comprendre 
la physiopathologie de certaines affections dysimmunitaires. 
De telles molecules doivent permettre une immuno-intervention plus 
sophistiquee ouvrant la possibility de mieux etudier in vitro de nombreux 
mecanismes physiopathologiques. Dans certains cas, elle ouvrira la voie a 
une immuno-manipulation in vivo dans un but therapeutique. II s'agit done 
a la fois d'outils de recherche clinique physiopathologique, d'une 
recherche experimental in vitro et d'outils therapeutiques in vivo . 
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REVENDICATIONS 

1. Proteine multimerique recombinante, caracterisee en ce qu'elle 
5 comprend au moins : 

a) une molecule de fusion A, de nature polypeptidique constitute 
d'un fragment C-terminal de la chaine a de la C4BP compris entre les 
acides amines 124 et 549 et d'un fragment polypeptidique heterologue a 
ladite chaine a, 

10 b) une molecule de fusion B, de nature polypeptidique constitute 

d'un fragment C-terminal de la chaine p de la C4BP compris entre les 
acides amines 120 et 235 et d'un fragment polypeptidique heterologue a la 
chaine p, 

les molecules en a) et b) etant associees dans leur partie C-terminale pour 
15 former ladite proteine multimerique. 

2. Proteine multimerique recombinante selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que le fragment C-terminal de la chaine a est compris 
entre les acides amines 493 et 549 et, en ce que le fragment C-terminal de 

20 la chaine p est compris entre les acides amines 176 et 235. 

3. Proteine multimerique recombinante selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que le rapport en nombre de monomere a / p varie 
entre 7/1 et 5/3, et est de preference de 7/1 . 

25 

4. Proteine multimerique recombinante selon I'une des revindications 
1 a 3 caracterisee en ce que les fragments heterologues en A et en B sont 
issus de ligands specifiques du systeme immunitaire, notamment issus de 
proteines lymphocytaires de surface du type CD, d'anticorps ou de 

30 fragments d'anticorps, d'antigenes ou de fragments d'antigenes. 
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5. Proteine multimerique recombinante selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que les fragments issus de proteines lymphocytaires 
sont le CD4, le CD8, le CD16, le CD35 (ou CR1). 

5 6. Proteine multimerique recombinante selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que les anticorps ou fragments d'anticorps ont une 
specificite anti Rh(D). 

7. Proteine multimerique recombinante selon la revendication 4, 
10 caracterisee en ce que les antigenes sont des antigenes vaccinants. 

8. Proteine multimerique recombinante selon Tune des revendications 
1 a 3, caracterisee en ce que le fragment heterologue en A est une 
enzyme therapeutique. 

15 

9. Proteine multimerique recombinante selon Tune des revendications 
1 a 3, caracterisee en ce que les fragments polypeptidiques de fusion 
contiennent : 

- en A le CD4 ou un derive du CD4 et; 

20 - en B le scFv d'un anticorps, notamment un anticorps neutralisant ou, un 
anti Rh (D). 

10. Proteine multimerique recombinante selon Tune des revendications 
1 a 3, caracterisee en ce que les fragments polypeptidiques de fusion 

25 contiennent : 

- en A un antigene, notamment un antigene vaccinant, ou une enzyme 
therapeutique ou un CD35 (ou CR1) ou un anticorps, ou tout fragment de 
ceux-ci possedant la propriete de ligand de la molecule entiere, 

- en B un anticorps ou un fragment de celui-ci ayant conserve son epitope. 
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11. Proteine multimerique recombinante selon Tune des revendications 
1 a 3, caracterisee en ce que les fragments polypeptidiques de fusion 
contiennent : 

- en A un immogene vaccinant et 

5 - en B un CD4 ou une molecule derivee pourvu qu'elle conserve la 
propriete du ligand de la molecule entiere. 

12. Cellules procaryotes ou eucaryotes caracterisees en ce qu'elles ont 
ete transduites par un ou plusieurs plasmides contenant une sequence 

10 d'acide nucleique heterologue codant pour au moins une molecule 
polypeptidique de fusion A et une molecule polypeptidique de fusion B. 

13. Cellules selon la revendication 12 caracterisees en ce que les 
cellules ont ete soit t 

is - co-transduites par deux plasmides distincts, soit 

- transduites par un premier plasmide codant pour un premier polypeptide 
puis sur-transduites par le deuxieme plasmide codant pour le deuxieme 
polypeptide, soit , 

- resultent de la fusion de deux cellules dont Tune a ete transduite par un 
20 plasmide codant pour le premier polypeptide et I'autre a ete transduite par 

un plasmide codant pour le deuxieme polypeptide. 

14. Cellules selon Tune des revendications 12 ou 13 caracterisees en 
ce que le premier plasmide est celui depose le 12 juillet 1995 a la 

25 C.N. CM. sous le N° 1-1610 et le deuxieme plasmide est celui depose a la 
C.N. C M; le 12 juillet 1995 sous le N° 1-1611. 

15. Procede de preparation d'une proteine multimerique definie dans 
Tune quelconque des revendications 1 a 11, caracterise en ce qu'il 

30 comprend au moins les etapes suivantes : 
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- la transduction de Iignees cellulaires cibles par au moins un plasmide 
contenant chacune une sequence heterologue codant respectivement pour 
une chaine A ou B selon Tune quelconque des revendications 1 a 1 1 , 

- I'expression et isolement des chaines heterologues A et B, 

5 - la mise en milieu oxydant desdits polypeptides dans des proportions 
determinees, 

- Tisolement des multimeres. 

16. Procede selon la revendication 15 caracterise en ce que les Iignees 
10 transduites ont ete soit : 

- co-transduites par deux plasmides porteurs de sequences d'ADN codant 
respectivement pour les polypeptides A et B t ou 

- sur-transduites par deux plasmides, deux plasmides porteurs de 
sequences d'ADN codant respectivement pour les polypeptides A et B, ou 

is - resultent de la fusion de cellules ayant respectivement ete transduites par 
un plasmide porteur d'une sequence d'ADN codant pour le polypeptide A 
et par un plasmide porteur d'une sequence d'ADN codant pour le 
polypeptide B. 

20 17 Utilisation d'une proteine multimerique recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 11 a la fabrication d'un medicament 
destine a la prevention de I'allo-immunisation foeto-maternelle. 

18. Utilisation d'une proteine multimerique recombinante selon Tune 
25 quelconque des revendications 1 a 11 a la fabrication d'un medicament 

destine a la therapeutique ou a la prophylaxie des infections virales, 
bacteriennes ou parasitaires. 

19. Utilisation d'une proteine multimerique recombinante selon Tune 
30 quelconque des revendications 1 a 11 a la fabrication d'un medicament 
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destine a la therapeutique des maladies auto-immunes et notamment le 
lupus erythemateux dissemine. 



20. Utilisation d'une proteine multimerique recombinante selon Tune 
5 quelconque des revendications 1 a 11 dans un test de diagnostic 
necessitant I'intervention d'au moins deux ligands differents. 



21. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend 
en tant que principe actif une proteine multimerique selon Tune 
10 quelconque des revendications 1 a 11, ladite composition pharmaceutique 
permettant une immuno-therapie ou une immuno-prevention de 
pathologies liees notamment aux infections virales, bacteriennes, aux 
maladies auto-immunes ou allo-immune. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR96/01132 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



^ the international application as originally filed. 

| | the description, pages 

pages 

pages 

pages 



| | the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



. , as originally filed, 
mt filed with the demand, 
wt filed with the letter of 
filed with the letter of 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



| [ the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I | the drawings, sheets/fig 



3 r~| This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
* 1 — 1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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International application No. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-21 



1-21 



1-19 and 21 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

The following documents (D) have been taken into 
account in drawing up the preliminary examination report 



Dl: WO 91/11461 

D2: J. B.C., 2£&(5) , 1993, pp. 3033-36. 

I) Document Dl (considered as the closest prior art 
among the documents cited in the international search 
report) describes C4BP-type recombinant multimeric 
proteins consisting only of alp ha monomers in which the N- 
terminal parts have been substituted by heterologous 
peptides, in particular by fragments of CD4 protein. 

Although Dl (page 4, lines 12-21) refers to the 
existence of an other 45kD sub-unit (corresponding to the 
beta chain) linked to C4BP , the constructions described in 
this document use only the alpha chain. 

Dl, considered alone or combined with D2 , neither 
discloses nor suggests the subject matter of the present 
application, i.e. C4BP-type recombinant multimeric 
proteins consisting not only of alpha monomers in which 
the N- terminal parts have been substituted by heterologous 
polypeptides but also of be ta monomers in which the N- 
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Lternational application No. 
PCT/FR 96/01132 



terminal parts have been substituted by heterologous 
polypeptides . 

Thus, the subject matter of the present application 
complies with the requirements of PCT Article 33(2) and 
(3) . 



II) The PCT does not contain uniform criteria for 
determining whether claim 2 0 (which does not exclude use 
in vivo ) is industrially applicable. Patentability can 
also depend on the way in which the claim is worded. Thus, 
the European Patent Office does not consider the subject 
matter of claims of use of a compound for medical purposes 
to be industrially applicable. By contrast, claims 
relating to a known compound will be accepted for a firsts 
use for medical purposes, as will claims relating to the 
use of such a compound in the manufacture of medication 
with a view to a new form of medical treatment . 
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The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1) Claim 12 does not meet the requirements stemming 
from the combined provisions of PCT Article 6 and PCT Rule 
6.3(a), according to which a claim shall define the 
subject matter for which protection is sought in terms of 
technical features of the invention. The fusion 
polypeptides A and B are not actually defined. 

2) In claims 1 and 2, the expression w f ragment . . . (is) 
included between the amino acids ... and ..." is vague and 
ambiguous, since it does not exclude very short fragments 
(1 or 2 amino acids) which are not at all characteristic 
of the alpha or beta chains. This gives rise to doubt as 
to the true subject matter of the claims. The requirement 
of clarity contained in PCT Article 6 is not therefore 
satisfied . 

3) As part of the present application, a monomer does 
not consist of alpha or beta but of an A or B fusion 
molecule (see claim 3) . 



4) In claims 9 and 10, u the fusion polypeptide 
fragments" do not correspond to any feature defined in 
claims 1 to 3 . 

5) It appears that the term w transduces" (claims 12-13 
and 15-16) is inappropriate, since it applies to viruses 
and not to plasmids . 

6) The wording of claim 15 (page 27, lines 1 to 3) is 
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unclear. Transduction as described in this passage does 
not allow "the expression and isolation of the 
heterologous chains A and B" . It should be noted that the 
corresponding passage of the description (page 8, lines 9 
to 18) is not consistent with claim 15. 

7) In claim 16, obtaining over- transduced lineages 
involves two stages (see page 8, lines 23 to 25 of the 
description) . This is not clear from the wording used. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VUT) (January 1994) 



WO 97/04109 



77 ReMPCT/PTC 21JAN1998 

PCT/FR96/01 132 

88/98347* 



PROTEINES HETERO-MULTIMERIQUES RECOMBINANTES 

DU TYPE a - B C4BP 

La presente invention porte sur des proteines de fusion hetero- 
multimeriques de type C4BP, les compositions les contenant ainsi que leur 
procede de preparation. Plus particulierement, cette invention est relative a 
des proteines de fusion hetero-multimeriques issues de I'association de 
monomeres a et p de la proteine C4BP ou de fragments de ceux-ci, ces 
monomeres etant fusionnes a des polypeptides issus de proteines a 
activite fonctionnelle ayant des proprietes de ligand ou de recepteur. 
Les numeros entre parenthese sont relatifs a la liste bibliographique en fin 
de texte. 

La « C4BP- binding protein » (C4BP) appelee auparavant proteine riche en 
proline, est une proteine importante a la fois dans le systeme de la 
coagulation (1), et dans le systeme du complement (2, 3). La forme 
majoritaire de la C4BP est composee de 7 chaines a identiques de 75 Kd 
et d'une chaine p de 45 Kd. La sequence de nucleotide du cDNA et la 
sequence proteique de la chaine a ont ete determinees (4). Une 
description complete de la C4BP humaine, son isolement et sa 
caracterisation ont ete decrits dans (2) ; une mise a jour des 
connaissances sur cette molecule a ete synthetisee dans (5). 
L'existence des deux chaines a et p etait inconnue jusqu'en 1990, ce n'est 
qu'en 1990 que A. Hillarp a mis en evidence pour la premiere fois 
l'existence dans la proteine multimerique une nouvelle sous-unite designee 
chaine p, et qui contient le site de liaison a la proteine S (6, 7). 
La demande de brevet BIOGEN WO 91/1146 decrit des proteines 
multimeriques du type C4BP uniquement constitutes de monomeres a 
dans lesquels la pariie N-terminaie a ete substitute par un fragment de la 
proteine CD4. 
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Cependant, les constructions decrites dans ce document ne mettent en 
oeuvre que la chaine a, la chaine 0 etant inconnue a cette epoque. 
L'inconvenient de ces constructions est qu'il est extremement difficile de 
controler I'etat physique de la molecule synthetique c'est-a-dire le nombre 
de monomeres qui s'associent d'une part, et d'autre part lorsque Ton 
souhaite associer au sein du multimere deux parties fonctionnelles 
differentes, de controler les proportions de ces elements fonctionnels. 
Des agents therapeutiques ayant une fonction au niveau du systeme 
immunitaire, qu'il soit cellulaire ou humoral, ou agent d'immuno- 
intervention, se sont developpes dans de nombreuses 
directions ; les champs d'application des immuno-interventions 
therapeutiques des anticorps surtout des anticorps monoclonaux restent 
cependant aujourd'hui modestes, du fait de la mauvaise maitrise des 
phenomenes survenants apres leur liaison cellulaire. En effet, meme 
humanises, on ne sait aujourd'hui utiliser ces anticorps qu'a des fins de 
destruction cellulaire. 

Le developpement d'anticorps bi-specifiques a egalement ete envisage et 
certains d'entre eux comportent une partie susceptible de se lier a un 
antigene et I'autre partie ayant une qualite de ligand vis-a-vis d'un 
recepteur permettant d'effectuer le routage vers un systeme cellulaire (8). 
Cependant, ces systemes ne permettent pas d'associer plusieurs ligands 
dans un meme complexe, ce qui dans certains cas semble necessaire au 
declenchement d'une reponse immunitaire. 

Un autre systeme multimerisant propose repose sur le Fc de I'lgM ; il 
possede plusieurs inconvenients : le principal est de realiser des especes 
moleculaires de tailles variables laissant des residus sulfhydriles fibres 
capables de reagir avec des molecules plasmatiques ou des surfaces 
cellulaires. En outre, les fonctions du fragment Fc de liaison au recepteur 
cellulaire et d'activation du complement peuvent etre indesirables. 
Un molecule hetero-multimerique recombinante peut permettre au 
contraire d'associer plusieurs fonctions anticorps, ou plusieurs molecules 
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coenzymes ou plusieurs antigenes ou des fragments ou des melanges de 
ceux-ci, realisant un traceur multi-valent ayant un meilleur potentiel 
d'amplification du signal detecte en comparaison d'une proteine de fusion 
associant un seul anticorps ou un anticorps bi-specifique et une molecule 
enzymatique ou antigenique. 

Cette approche peut permettre d'envisager, outre I'opsonisation par 
declenchement de Timmunite cellulaire, la mise en oeuvre provoquee de 
Hmmunite humorale par Tactivation du complement. 

L'objectif de la presente invention est done de developper des molecules 
chimeriques recombinantes solubles hetero-multimeriques associant des 
fonctions differentes dans une meme molecule, dans une perspective 
d'immuno-intervention en pathologie dysimmunitaire humaine. Ces 
molecules permettront d'intervenir dans les mecanismes 
physiopathologiques des differentes affections, notamment dans les 
domaines relatifs : 

• a la pathologie du transport et de Telimination des complexes immuns 
par les erythrocytes, avec une application notamment au Lupus 
erythremateux dissemine, ou aux infections VIH, 

• a la capture des antigenes mediee par les recepteurs Fc en surface des 
cellules de la lignee monocyte-macrophage, 

• a la modulation par des molecules a activite CD16 soluble, 

• a la prevention de Tallo-immunisation anti Rh(D) erythrocytaire, 

• a inhibition de la penetration cellulaire du virus VIH a Taide de formes 
solubles de CD4, d'anticorps diriges contre les constituants du virus, 
et/ou de molecules a fonctions enzymatiques. 

La presente invention porte sur une proteine multimerique recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins : 

a) une molecule de fusion, de nature polypeptidique A constitute 
d'un fragment C-terminal de la chaine a de la C4BP compris entre les 
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acides amines 549 et 124, et d'un fragment polypeptidique heterologue a 
ladite chaine a, 

b) une molecule de fusion B, de nature polypeptidique constitute 
d'un fragment C-terminal de la chaine 3 de la C4BP compris entre les 
acides amines 235 et 120, et d'un fragment polypeptidique heterologue a 
la chaine 3, 

Les acides amines 549 ou 235 representant respectivement les extremites 
C-terminales des molecules de fusion, les fragments heterologues etant 
fusionnes par leur extremite N-terminale au residu des chaines a et p 
respectivement, les molecules en a) et b) etant associees entre elles par 
leur partie C terminate pour former ladite proteine multimerique. 
Preferentiellement, une proteine multimerique recombinante selon 
I'invention est caracterisee en ce que le fragment C-terminal de la chaine a 
est compris entre les acides amines 549 et 493 et, en ce que le fragment 
C-terminal de la chaine p est compris entre les acides amines 235 et 176. 
La reassociation des molecules de fusion est reaiisee par la formation de 
points disulfures entre les cysteines en position 498 et 510 de I'extremite 
C-terminale de la chaine a, et les cysteines en position 199 et 185 de 
I'extremite C-terminale de la chaine p. 

Toute chimere entre les chaines a et p associant le cas echeant une 
cysteine de la chaine a et une cysteine de la chaine 3 dans la molecule de 
fusion A, ou B, ou dans les deux, entre egalement dans la portee des 
constructions des proteines multimeriques de I'invention. 
Notamment, la possibility de modifier I'espacement entre les deux 
cysteines peut permettre de modifier le nombre de monomeres entrant 
dans la constitution du multimere. 

A titre d'illustration, une augmentation de la distance entre les cysteines 
peut conduire a une augmentation du nombre de monomeres entrant dans 
le muitimere ; en revanche, une diminution de cette distance entrainerait 
une diminution de ce nombre. Dans certains cas, il peut etre avantageux 
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de modifier cette distance de telle fa$on a modifier la • reassociation 
controlee des deux types de -chaines porteuses d'un ligand ou d'un 
recepteur, quant a leur nombre et a leur proportion. 

Dans la presente invention, il a ete mis au point un systeme multimerisant 
permettant d'obtenir des formules hepta et octameriques a I'aide de 
I'extremite C-terminale des chaines elementaires de la molecule C4BP. La 
multimerisation de molecules dont I'extremite C terminate a ete remplacee 
par la partie C-terminale de la C4BP a ou de la C4BP p, fournit une forme 
octamerique. 

En tout etat de cause, le fragment issu de la chaine p de la C4BP doit etre 
depourvu des sites de fixation a la proteine S, lesquels sites se situent au 
niveau des deux SCR de la partie proximale de I'extremite N-terminale de 
la chaine p. 

Ainsi, une proteine multimerique recombinante selon I'invention est 
caracterisee en ce que le rapport en nombre de monomeres a / p varie 
entre 7/1 et 5/3, et est de preference de 7/1 quand les fragments des 
parties C-terminales ont une provenance homogene dans les fragments A 
et B ci-dessus. 

Idealement, la molecule recombinante multimerisante est une proteine 
n'associant que des constituants humains, evitant ainsi toute immunisation 
xenogenique, et n'activant pas le complement sauf fonctions specifiques 
ajoutees intentionnellement dans ce sens. Une telle molecule ne doit pas 
interagir avec des recepteurs cellulaires ou des molecules plasmatiques et 
assurer ainsi une meilleure activite a la molecule chimerique par sa 
multivalence, ainsi qu'une plus longue duree de vie. 

Une proteine multimerique selon la presente invention presente des 
proprietes relatives a Timmuno-intervention, notamment une capacite a 
moduler I'activite du complement aux fins de generer une opsonisation de 
maniere artificielle. C^st par le caractere heterofonctionnel que Ton peut 
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attribuer a cette proteine, grace a 1'apport de fragments N-terminaux 
heterologues, que ce resultat est obtenu. 

A ces fins, une proteine recombinante conforme a I'invention est 
caracterisee en ce que les fragments heterologues en A et en B sont issus 
de ligands specifiques du systeme immunitaire, notamment de proteines 
lymphocytaires de surface du type CD, des anticorps ou de fragments 
d'anticorps, des antigenes ou de fragments d'antigenes ; les fragments 
heterologues en A et B peuvent, selon I'application que Ton souhaite 
donner a la proteine recombinante, etre choisis, sans caractere exhaustif, 
parmi les polypeptides a activite de ligands suivants : 

i) - des fragments issus de proteines lymphocytaires sont le CD4, le 

CD8, le CD16, le CD35 (ou CR1), 

ii) - des anticorps ou fragments d'anticorps ont une specificite anti- 

erythocytaire et notamment anti Rh(D), 

iii) - des antigenes, notamment des antigenes vaccinants, comme le pre- 

S2 du virus de I'hepatite B, 

iv) - une enzyme a visee therapeutique ou plus particulierement le 

fragment de cette enzyme correspondent au site actif dudit enzyme, 
qui peut etre fusionne avec la partie C-terminale de la chaine alpha 
pour former le fragment A, le fragment B pouvant alors etre constitue 
par tout type de polypeptide tel que cite en i) a iii). 
Encore plus particulierement, des combinaisons de A et B particulierement 
avantageuses pour mettre en oeuvre rimmuno-intervention de I'invention 
peuvent etre des proteines multimeriques dans lesquelles les fragments 
polypeptidiques de fusion contiennent : 

v) - en A le CD4 ou, un derive du CD4 et, 

- en B le sc Fv d'un anti Rh(D) ou d'autres anticorps notamment des 
anticorps neutralisants, ou des cibles antigeniques. 
Une autre construction avantageuse est une proteine multimerique dans 
laquelle les fragments polypeptidiques de fusion contiennent : 
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- enAun antigene, notamment un antigene vaccinant ou une enzyme 
therapeutique ou un CD35 (ou CR1) ou un anticorps, ou tout 
fragment de ceux-ci possedant la propriete de ligand de la molecule 
entiere ; 

- en B un anticorps ou un fragment de celui-ci ayant conserve son 
epitope ; 

Une autre proteine multimerique recombinante avantageuse sont celles 
dans lesquelles les fragments polypeptidiques de fusion contient : 

- en A un immogene vaccinant et 

- en B un CD4 ou une molecule derivee pourvu qu'elle conserve ia 
propriete du ligand de la molecule entiere. 

En outre, ia presente invention vise les cellules eucaryotes ou procaryotes 
transduites par un ou plusieurs plasmides contenant une sequence d'acide 
nucleique heterologue et codant au moins pour une molecule 
polypeptidique de fusion A et une molecule polypeptidique de fusion B. 
Les differentes lignees cellulaires qui peuvent etre utilisees pour etre 
transduites par des plasmides sont de preference des cellules eucaryotes 
susceptibles de realiser la glycosylation post-traductionnelle ; on peut citer 
a titre d'exemple, des levures ou des cellules de lignees animates telles 
des cellules de types fibroblastiques, comme les BHK ou les CHO, ou 
encore des lignees lymphocytaires comme des lymphocytes immortalises. 
Selon differentes realisations de la presente invention, les cellules peuvent 
etre : 

- co-transduites par deux plasmides distincts, ou 

- transduites par un plasmide codant pour un premier polypeptide puis sur- 
transduites par le deuxieme plasmide codant pour le deuxieme polypeptide 
ou, 

- resultent de la fusion de deux cellules dont Tune a ete transduite par le 
plasmide codant pour le premier polypeptide et I'autre a ete transduite par 
un plasmide codant pour le deuxieme poplypeptide. 
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Les fusions de cellules sont realisees par des methodes classiques, soit 
par action du PEG (polyethylene glycol), ou encore par action du virus 
Epstein-Barr, ou toute autre methode classique pour fusionner deux 
cellules eucaryotes differentes. 
5 Plus particulierement, lesdites cellules peuvent etre transduites par le 
premier plasmide qui est celui depose le 12 juillet 1995 a la C.N. CM. sous 
le N° 1-1610 et par le deuxieme plasmide qui est celui depose a la 
C.N. CM; le 12 juillet 1995 sous le N° 1-1611. 

La presente invention concerne egalement un procede de preparation 
10 d'une proteine multimerique selon I'invention. Ce procede est caracterise 
en ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

- la transduction de lignees cellulaires cibles par au moins un 
plasmide contenant une sequence heterologue codant pour une chaine A 
ou B, telles que definies ci-dessus, 

15 - I'expression et I'isolement des chalnes heterologues A ou B t 

- la mise en milieu oxydant desdits polypeptides, dans des 
proportions determinees, 

- Tisolement des multimeres. 

De preference, ce procede de preparation est caracterise en ce que les 
20 lignees transduites ont ete soit : 

- co-transduites par deux plasmides porteurs de sequences d'ADN codant 
respectivement pour les polypeptides A et B, ou 

- transduites par un plasmide codant pour un premier polypeptide puis sur- 
transduites par le deuxieme plasmide codant pour le deuxieme 

25 polypeptide, ou , 

- resultent de la fusion de deux cellules dont Tune a ete transduite par le 
plasmide codant pour le premier polypeptide et I'autre a ete transduite par 
un plasmide codant pour le deuxieme poplypeptide. 

Par ailleurs, la presente invention porte sur I'utilisation d'une proteine 
30 recombinante telle que precedemment definie, dans la fabrication d'un 
medicament, et plus particulierement, d'un medicament destine a 
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- ia prevention de Tallo-immunisation foeto-maternelle ou, 

- la therapeutique, ou la prophylaxie des infections virales, bacteriennes 
ou parasitaires, 

- la therapeutique des maladies auto-immunes et notamment le lupus 
5 erythremateux dissemine, ou les maladies allo-immunes. 

De fapon plus generate, la presente invention porte sur Tutilisation d'une 
proteine recombinante telle que precedemment definie dans la fabrication 
d'un medicament permettant, selon la fonctionnalite attribute aux ligands, 
ou aux recepteurs, une immuno-intervention notamment dans 
10 I'opsonisation ou la non-opsonisation de cellules cibles, par activation, 
modulation ou inhibition du complement. 

L'homme du metier saura t au fur et a mesure de la decouverte des 
fonctionnalites de certaines proteines ou de certains ligands ou recepteurs, 
construire une proteine multimerique recombinante selon I'invention la 

15 mieux adaptee a Teffet recherche. 

Avantageusement, I'utilisation de la proteine multimerique selon I'invention 
est caracterisee en ce qu'elle permet une activation du complement 
suffisante a provoquer Topsonisation de cellules dont les sites 
antigeniques ou epitopiques ne sont pas naturellement susceptibles de 

20 declencher une telle activation. 

Entre egalement dans le cadre de la presente invention une composition 
pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend en tant que principe 
actif une proteine multimerique recombinante telle que decrite ci-dessus. 
Ladite composition pharmaceutique peut permettre une immuno-therapie 

25 ou une immuno-prevention de differentes pathologies notamment celles 
liees aux infections virales, bacteriennes, aux maladies auto-immunes ou 
allo-immunes. 

Une proteine recombinante selon Tinvention est egalement utilisable dans 
un test de diagnostic necessitant Intervention d'au moins deux ligands ou 
30 recepteurs differents. 
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La faisabilite du multimere de tres haut poids moleculaire a ete verifiee 
dans un modele de multi CR1 (env. 1,5 million daltons). Cette molecule est 
fonctionnelle et inhibe I'activation du complement dans un modele de lyse 
dependante du complement, d'erythrocytes recouverts d'anticorps, a des 
concentrations inferieures a celles requises pour le CR1 soluble 
monomerique. 

La faisabilite d'hetero-chimeres associant differentes fonctions a ete 
etablie ensuite en utilisant, d'une part I'anticorps anti Rh(D), et plus 
particulierement la partie variable Fv de cet anticorps et plus 
particulierement encore la partie simple chaTne de cette partie variable 
appelee scFv, dans le cas present associee a la molecule CD35 ou (CR1) 
susceptible d'inhiber ou de moduler I'activite du complement ; I'autre 
systeme utilise est un systeme hetero-multimerique de type CD4/antigene. 
Les exemples qui suivent, n'ont aucun caractere limitatif et ne servent qu'a 
demontrer la faisabilite des constructions de ces hetero-multimeres 
recombinants a des fins d'immuno-intervention ; les figures qui illustrent les 
exemples ont les significations suivantes : 

- la figure 1 represente un vecteur d'expression constitue d'un plasmide 
contenant ia sequence codant pour le CD4 et appelee sT4CD4-C4 BP ; 

- ia figure 2 represente un vecteur plasmidique contenant la sequence 
codant pour le CD16 multimerique . 

- la figure 3 represente un vecteur plasmidique contenant la sequence 
codant pour le CR1 multimerique ; 

- la figure 4 represente un autre vecteur plasmidique, pCDM8, codant pour 
le meme CR1 multimerique ; 

- ia figure 5 represente un vecteur plasmidique contenant la sequence 
codant pour le scFv de I'anticorps anti Rh(D) multimerique ; 

- la figure 6 represente un autre vecteur plasmidique, pST4, contenant la 
meme sequence codant pour le scFv de I'anticorps anti Rh(D) ; 

- la figure 7 represente un troisieme vecteur plasmidique contenant cette 
meme sequence codant pour le scFv de I'anticorps anti Rh(D) ; 
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- la figure 8 represente un vecteur plasmidique de type pKC3B contenant 
la sequence codant pour le CR1 multimerique. 

Dans toutes ces figures, les enzymes de restriction permettant I'insertion 
de la sequence heterologue sont indiques par leur nomenclature 
classique. 

- la figure 9 represente le resultat obtenu avec le scFv multimerique sur 
I'agglutination des globules rouges presentant ou ne presentant pas 
I'antigene Rhesus. Le tube en A represente le temoin positif dans lequel 
les globules rouges O Rh+ sont agglutinees par un anticorps monoclonal 
anti R(h) natif ; le tube B represente le temoin negatif dans lequel des 
globules rouges O Rh- ne sont pas agglutinees par le scFv anti R(h) des 
multimeriques ; le tube C represente I'essai dans lequel des globules 
rouges O Rh+ et scFv anti Rh+ sont agglutinees ; le tube D est un autre 
temoin negatif dans lequel des globules rouges O Rh- sont mis en 
presence d'un milieu de culture sans anticorps. 

- la figure 10 represente le profit obtenu en cytometric de flux apres fixation 
erythrocytaire d'une hetero-chimere anti Rh(D) -CR1 . 

Cinq pistes sont representees dans lesquelles : 

- la premiere piste represente des globules rouges O Rh+ non papaines 
avec une densite de CR1 de 180 sites ; 

- la deuxieme piste represente des glolules rouges O Rh+ non papaines 
avec une densite de CR1 de 550 sites ; 

- la troisieme piste represente des globules rouges O Rh+ papaines, qui 
ont perdu leur densite de 180 sites de CR1 ; ces erythrocytes reconstitutes 
en CR1 a I'aide de I'hetero-chimere scFv anti Rh+/CR1 expriment la 
densite supra physiologique de 1 200 sites CR1 par erythrocyte ; 

- les pistes 4 et 5 representent des temoins dans lesquels pour la piste 4, 
sont des globules rouges O Rh+ papaines, et pour la piste 5, sont des 
globules rouges O Rh- papaines traites avec I'hetero-chimere scFv anti 
Rh(D)/CR1. 
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I - Construction des chaines CR1 - C4 BP 

L'avantage d'utiliser ie CR1 dans une construction multimerique selon 
I'invention resulte des travaux des inventeurs sur le devenir physiologique 
du CR1 chez le sujet normal, lis ont pu ainsi determiner les parametres 
d'un catabolisme physiologique du CR1 erythrocytaire et ses relations 
avec le polymorphisme genetique de densite de CR1 erythrocytaire. lis ont 
pu egalement preciser le catabolisme du CR1 erythrocytaire chez les 
patients lupiques, c'est-a-dire souffrant d'un lupus erythremateux 
dissemine. La distribution parmi les patients lupiques et les sujets 
normaux des differents genotypes du polymorphisme de longueur et de 
nombre de sites de liaison C3b/C4b de CR1 a egalement ete etudiee. Des 
molecules de CR1 recombinantes permettant de modifier la densite de 
CR1 erythrocytaire pour restaurer leur etat physiologique ou realiser des 
erythrocytes "armes" de densites "supra-physiologiques" de CR1 ont 
ensuite ete preparees. Le potentiel du CR1 soluble a ete demontre dans 
differents modeles en particulier d'ischemie myocardique experimental et 
de phenomene d'Arthus. Une molecule de CR1 soluble multimerique est 
produite, et son pouvoir anti-inflammatoire, sa duree de vie plasmatique 
ainsi que son espace de distribution sont etudies chez I'animal. Un 
couplage chimique aux erythrocytes de monomeres reduits par leur 
groupement SH libre est realisee. Des erythrocytes sont ainsi armes de 
densites supraphysiologiques de CR1 presentes de facon fonctionnelle, et 
leur capacite de liaison de complexes immuns artificiels antigene 
Hbs/anticorps antiHBs opsonises par du C3b est alors etudiee . 
Les resultats obtenus avec un anti Rh(D) sont montres dans I'exemple I ci- 
apres. 

Les constructions utilisees pour realiser la transduction C4 BP - CR1 sont 
representees dans les figures 3,4 et 8 dans les plasmides pMAMneo, 
pCDM8 et pKC3b. 
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a) Construction de pMAMneo CR1-C4BP : 

L'ADN complementaire codant pour le CR1 avait ete insere aux sites Xho I 

et Not I dans ie plasmide pCDM8 (du a I'obligeance de T. J. Bartow, D. T. 

Fearon et W. Wong, John Hopkins Hospital, Baltimore, U.S.A.). 

La sequence codant pour la partie extra-membranaire du CR1 est extraite 

par digestion de ce plasmide par les enzymes de restriction Xho I et Bal I. 

La partie C terminale de la C4BP est amplifiee par les amorces 5'- 

GAGACCCCCGAAGGCTGTGA-3', 

et 5 - CTCGAGTTATAGTTCTTTATCCCAAGTGG-3', 

cette deuxieme amorce contenant un codon stop et un site de restriction 

Xho I. 

Les sequences codant pour la partie C terminale de la C4BP et pour la 
partie extra-membranaire du CR1 sont inseres dans pMAMNea (Clontech, 
Palo Alto, USA) au site Xho I (figure 3) CR1-C4BP par digestion par Xho I, 
et inseree dans le plasmide pCDM8 (Invitrogen, San Diego, USA). 

b) Construction pCDM8 CR1-C4BP : 

La sequence codant pour la proteine de fusion CR1-C4BP a ete extraite de 
pMAMNeo CR1-C4BP par digestion par Xho /, et inseree dans le plasmide 
pCDM8 (Invitrogen, San Diego, USA) (figure 4). 

c) Construction pKC3b CR1-C4BP : 

La sequence codant pour la proteine de fusion CR1-C4BP a ete extraite de 
pMAMNeo CR1-C4BP par digestion par Xho /, et inseree dans le plasmide 
pKC3b (figure 8). 



II - Construction du multimere recombinant : 

Un fragment C-terminal de la chaine a de la C4BP a ete recopie par 
PCR a partir de DNA genomique. II figure dans un seul exon. La taille 
minimale se situe au-dela de la deuxieme cysteine en partant de I'extremite 
C-terminale, la taille optimale se situe quelques acides amines au-dela, 
realisant un espaceur de 5 a 1 0 acides amines, soit au total 58 AA. 
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La taille maximale choisie est de 6 SCR pour eviter le site de liaison C3b- 
C4b. Ce fragment maximal est synthetise a partir d'un cDNA du mRNA de 
la C4 BP, puisqu'il comporte plusieurs exons. Le fragment optimal de la 
partie C-terminale de la C4 BP est recopie a nouveau par PCR a I'aide 
d'amorces pourvues a leurs extremites de bras comportant les sites de 
restriction enzymatique adequats pour un montage dans un vecteur donne 
comportant deja le gene de la proteine que Ton souhaite multimeriser. Un 
site enzymatique proche de la partie C-terminale de cette proteine, ou 
situe dans sa partie extra-membranaire, est choisi permettant I'insertion en 
3' du fragment multimerisant. 

L'extremite 3' du fragment multimerisant est liee soit a un site du vecteur, 
soit a un site situe au-dela dans le gene de la proteine d'interet. La partie 
du gene de la proteine d'interet situee en 3* du fragment multimerisant 
n'est de toute facon plus traduite, puisque le fragment multimerisant 
comporte un codon stop. 

II est done possible ainsi de modifier tres facilement un vecteur 
d'expression contenant le gene d'une proteine donnee par la simple 
insertion du fragment, sans autre modification. 

Les vecteurs pCDM8, ST4, pMAMneo, ont ete utilises pour les differents 
exemples d'application du systeme multimerique selon ('invention. 
L'homme du metier saura toujours trouver les vecteurs existants 
aujourd'hui ou qui risquent d'etre mis au point, susceptibles de presenter la 
meiileure efficacite pour transduire la proteine de fusion dans les cellules 
est une affaire exprimee. 



Exemple d'application N° 1 : 

Preventio n de I'alloimmunisation antiRhfDV 

Dans le cadre d'une prevention de I'alloimmunisation anti Rh(D), des 
molecules hetero-multimeriques associant des fonctions erythrocytaires et 
CR1 sont produites. Elles permettront une liaison aisee de CR1 a des 
erythrocytes assurant des densites de CR1 parfaitement maTtrisables. 
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La molecule d'anticorps utilisee pour produire le scFv anti Rh(D) a ete 
produite et sequencee dans le laboratoire de Philippe ROUGER a I'lnstitut 
National de Transfusion Sanguine (INTS) (9). 

Construction des vecteurs comportant la sequence codant pour le scFv 

anti Rh(D) et la oartie terminate de la chaTne a de la C4BP. 

Dans un premier temps, un site epitopique d'un anticorps anti-Rhesus a 

ete reduit en une structure de type scFv (pour single chaine Fv) pour une 

expression dans E.Coli par transfection par un vecteur phagique. 

Les constructions de type scFv sont des fragments d'anticorps 

representant la partie variable de I'anticorps et ne contenant qu'une seule 

chaine. Cette technique a ete decrite par G. WINTER (10). La sequence 

codante pour ce scFv a ensuite ete transferee dans un vecteur 

d'expression apres addition du systeme multimerisant. 

Nous avons decrii plus haut la construction des vecteurs d'expressions 

porteurs de la sequence codant pour le scFv de I'anticorps anti Rh(D), et 

qui sont representes sur les figures 6 et 7. 

La partie C terminale de la C4BP a ete amplifiee par les amorces 5'- 
GCGGCCGCAGAGACCCCCGAAGGCTGTG-3' contenant un site de 
restriction Not I et 5'-CCACTTTGGATAAAGAACTATAA-3' contenant un 
site de restriction Xho I. 

Ce fragment a ete insere au site Not I en 3' du gene scFv anti Rh(D). Cette 
sequence a ensuite ete inseree dans le plasmide pCDM8 et inseree aux 
sites Hind III et Xho I de pKC3b. Cette construction est representee dans la 
figure 7. 

La fraure 5 represents une autre construction du scFv du anti Rh(D) C4BP 
darlne plasmide pKC 3B. 

Les plasmides sont ensuite utilises pour transduire des cellules animates 
et notamment des cellules CHO DHFR*. 

Les cellules CHO-DHFR' (American Type Culture Collection, Rockville, 
USA) ont ete transferees selon la technique au phosphate de calcium 
(Calcium phosphate transfection kit, 5 prime 3 prime Inc., Boulder, U.S. A). 
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Les cellules sont cultivees en milieu HAM deficient en Hypoxanthine et 
Thymidine (Biochrom, Vindelle, France) avec 10 % de serum de veau 
dyalise (SVF GIBCO BRL, Paisley, Ecosse) et 1% de glutamine (Sigma, St 
Louis, USA). 

La fonctionnalite des proteines multimeriques reconstitutes, soit C4 BP- 
scFv, soit C4 BP-Rh(D)/CR1 a ete etudiee. 

La production fonctionnelle de scFv multimerique a ete realisee, telle que 
demontree (i) par un marquage biosynthetique et une immunoprecipitation 
suivis d'analyse en PAGE SDS, (ii) par la detection en cytometrie de flux 
de multi scFv anti Rh(D) fixes sur des erythrocytes, (iii) par le caractere 
agglutinant en faible force ionique sur des globules papaTnes de chimeres 
multi scFv anti Rh(D), (iiii) par analyse d' interactions moieculaires au 
moyen d'un appareil de detection d'ondes evanescentes (lASys FISONS) 
verifiant la fixation sur des erythrocytes de la chimere multimerique anti 
scFv anti Rh(D). 

Par la suite, la faisabilite d'heteromultimeres associant differentes 
fonctions a ete etablie par la realisation d'une chimere anti R(h)esus 
D/CR1 . Son caractere fonctionnel a ete demontre en cytometrie de flux. 
Les resultats obtenus en cytometrie de flux sont represents sur la figure 
10. II est clair sur cette figure que si Ton compare les pistes 3 et 5 dans 
lesquelles respectivement les gobules rouges sont Rh+ ou Rh-, on observe 
que seules les globules rouges possedant I'antigene de surface sont 
agglutinees. Ce que cette figure permet egalement de voir, c'est que ce 
n'est pas I'effet de la papaine qui permet cette agglutination puisque les 
globules rouges Rh+ papainees ne sont pas agglutinees par le CR1. 
II a ete en effet possible de fixer une densite supraphysiologique de 
molecules CR1 sur des erythrocytes prealablement papaTnes et done 
depletes en CR1 , par la fixation sur les molecules rhesus D d'une chimere 
mixte multimerique anti Rh(D) /CR1. 
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Exempie d'application N° 2 : Destruction extraceliulaire du VIH 

Si la reponse immune humorale- est impuissante a eradiquer le virus VIH, 
elle est cependant efficace contre de nombreux agents infectieux centre 
lesquels des anticorps neutralisant sont regulierement produits par les 
sujets vaccines. 

Des anticorps naturels peuvent conferer une protection contre de 
nombreux agents infectieux bacteriens ou viraux, infectant d'autres 
especes. 

Certains motifs antigeniques ont ete caracterises comme cibles de ce type 
d'anticorps pour leur role dans le rejet suraigu vasculaire de 
transplantation xenogeniques. 

Le role potentiellement defavorable de la reponse immune humorale et de 
I'activation du complement vis-a-vis de I'infection par virus VIH a ete 
demontre. 

Dans certaines circonstances, I'opsonisation des virions peut conduire a 
faciliter I'ingestion macrophagique ou la liaison lymphocytaire des virions 
par rintermediaire de recepteurs cellulaires pour le complement ou le 
fragment Fc des IgG. En revanche le virus VIH, en tant que virus 
enveloppe, est extremement sensible a Taction lytique du complement 
lorsque I'activation de ce dernier est suffisante pour initier sa voie finale 
lytique ainsi que la fixation de son complexe d'attaque membranaire. Les 
retrovirus xenogenes sont detruits extremement efficacement par le serum 
humain normal du fait de I'existence d'anticorps naturels, par 
rintermediaire d'une activation du complement. Ce phenomene avait meme 
fait conclure dans les annees 1970 a I'immunite naturelle de I'espece 
humaine vis-a-vis des retrovirus. 

Le but recherche est le detournement d'une reponse immune humorale 
lytique vers les virions VIH, I'attachement aux virions etant realise par la 
composante CD4 d'une proteine recombinante heteromultimerique. Pour 
cela, les inventeurs ont pris en compte le fait que la tres grande variabilite 
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du virus VIH est cependant limitee par le maintien constant, essentiel pour 
le virus, d'une capacite de liaison a CD4, pour sa penetration cellulaire. 
Reciproquement, ia molecule CD4 est capable de se lier a I'ensemble des 
virions VIH, au contraire de nombreux anticorps neutralisants au spectre 
d'efficacite restreint a un petit nombre de sous-type. La molecule de CD4 
soluble inhibe I'infection cellulaire par le VIH. Cependant, les 
concentrations necessaires a son action, particulierement pour la 
neutralisation d'isolats sauvages, rendent impraticable son emploi clinique. 
Differentes tentatives ont ete faites pour ameliorer sa demi-vie, son avidite 
et/ou apporter une fonction Fc gamma effectrice de liaison cellulaire ou 
d'activation de complement par des constructions de type : CD4/lgG bi ou 
tetravalent. 

Les inventeurs ont developpe une molecule CD4 multivalente 
heptamerique a I'aide d'un systeme multimerisant C4BP, dont I'efficacite 
biologique in vitro a ete demontree par I'inhibition de I'infection de cellules 
sensibles par le VIH a des concentrations inhibitrices usuelles de CD4 
soluble monomerique. 

Dans le present exemple, les inventeurs ont, plutot que d'inhiber la 
penetration cellulaire du virus, cherche a obtenir sa destruction 
extracellulaire a I'aide de molecules solubles capables, d'une part de se 
lier sur le virion, et d'autre part d'apporter une fonction effectrice antigene, 
elicitant la destruction du virus par une reponse anticorps dependante du 
complement preexistante chez I'individu. Cette reponse est dirigee contre 
un antigene sans rapport avec le VIH, mais vis-a-vis duquel une efficacite 
neutralisante et lytique du systeme immunitaire a ete neanmoins testee. 
En d'autres termes, le virus VIH ayant la capacite de se « deguiser », 
de se « cacher » ou d'« agiter des leurres », les inventeurs ont cherche a 
I'omer de cibles que le systeme immunitaire de I'individu sait identifier et 
traiter efficacement. 
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Pour ce faire, deux constructions plasmidiques ont ete realisees portant 
respectivement le CD4 ou le fragment du CD4 porteur de la fraction 
«ligand » et un antigene. 

a) Construction du vecteur ST4 CD4-C4BP 

Les 183 derniers acides nucleiques de la sequence codant pour la C4BP 
ont ete amplifies par PCR sur de I'ADN genomique, en utilisant les 
amorces 5-GAGACCCCCGAAGGCTGTGTGA-3' et 

5' ATTTCTAG AG AGTTATAGTTCTTTATC C AAAGTG G A-3' , cette derniere 
amorce contenant un codon stop et un site de restriction pour Xba I. Ce 
fragment de PCR a ete lie en 5' a une sequence oligonucleotidique 
synthetique double-brins: 

5'CCGGGACAGGTCCTGCTGGAATCCAACATCAAGGTTCTGCCCACAG- 
3'. Ce fragment codant pour I'extremite C-terminale de la partie 
extramembranaire de CD4 et ayant un site Ava I en 5'. 
Cette sequence a ete inseree aux sites Ava I et Xba I dans le plasmide sT4 
CD4 contenant la construction codant pour le CD4 soluble et cette 
construction est representee sur la figure 1 . 

b) Constructi on des molecules de fusion C4BP- antiaenes 

Dans un premier temps il s'agit de rechercher quels parametres 
conduisent la reponse anticorps gp 120 des sujets infectes a une activation 
du complement jusqu'a la boucle d'amplification du C3, aboutissant a une 
opsonisation plutot favorable a I'individu, sans s'accompagner pour autant 
de I'activation de la voie finale commune qui aboutirait a la lyse du virion. 
Le role de molecules de surface d'inhibition de I'activation du complement 
que le virion a emporte de la surface cellulaire, est demontre. Le relargage 
de particules d'enveloppe lors de la fixation d'anticorps (shedding) est 
egalement defavorable a I'activation terminate du complement. L'activation 
de ia voie finale commune du complement necessite une densite critique 
d'activation du C3 pour initier la conversion de C5. Celle-ci n'est pas 
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realisee par la fixation d'lgG sur des epitopes de la gp 120 trop eloignes 
les uns des autres. 

L'apport d'une « grappe » d'antigenes grace aux constructions de 
I'invention pour chaque site de liaison sur le virion permet done de 
declencher une activation locale suffisante du complement. 
Differentes categories d'antigenes ont ete considerees : des antigenes 
vaccinaux, des antigenes bacteriens contre lesquels I'espece humaine est 
universellement immunisee, des antigenes xenogeniques cibles 
d'anticorps naturels. 

- des antigenes vaccinaux existant sous forme de genes clones 
codant pour une proteine exprimable en cellules eucaryotes (antigene Hbs, 
anatoxine tetanique...), 

- des antigenes bacteriens vis-a-vis desquels il existe une forte 
immunite dans I'espece humaine (Escherichia-Coli, Klebsielle, flagelline de 
Shigelle, ou antigene de Salmonelle), 

- des molecules possedant les sequences proteiques acceptrices de 
glycosylations xenogeniques peuvent egalement etre envisagees apres 
qu'elles aient ete produites par des cellules animates possedant de fortes 
activites glycosyl transferase qui leur grefferont les cibles glucidiques 
d'anticorps naturels connus comme reagissant fortement en 
xenotransplantation (par exemple : groupement alpha-galactosyl, obstacle 
aux transplantations xenogeniques porc-homme). 

Ces mini-anticorps seront utilises comme agents de liaison erythrocytaire 
d'heterochimeres dont ils ne representeront qu'une valence de type C4BP 
3 associee a une molecule antigenique multimerique de type C4BP a 
heptamerique. Le systeme antigenique le plus efficace sera ainsi 
selectionne dans un test de criblage aisement quantifiable. II sera alors 
transfere dans une chimere recombinante CD4/cible antigenique dont 
differents ratios CD4/antigene (1CD4/7antigenes ou nCD4/M antigenes) 
seront testes dans un modele d'inhibition d'infection virale in vitro. 
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Ces mini-anticorps seront utilises comme agents de liaison erythrocytaire 
d'heterochimeres dont ils ne representeront qu'une valence de type C4BP 
beta associee a une molecule antigenique multimerique de type C4BP 
alpha heptamerique. Le systeme antigenique le plus efficace sera ainsi 
selectionne dans un test de criblage aisement quantifiable. II sera alors 
transfere dans une chimere recombinante CD4/cible antigenique dont 
differents ratios CD4/antigene (1CD4/7antigenes ou nCD4/M antigenes) 
seront testes dans un modele d'inhibition d'infection virale in vitro . 
Les antigenes cibles ies plus interessants ont ete inseres dans des 
constructions heteromultimeriques comportant le CD4 et testes pour leur 
capacite a permettre la destruction de virions VIH en presence de serum 
humain et de complement, le pouvoir infectieux residuel etant evalue dans 
un test d'inhibition d'infection cellulaire in vitro. 
Materiels et methodes : 

Outre les constructions citees plus haut, les techniques de transfection et 
de culture cellulaires utilisees ont ete les suivantes : 
Transfection : 

Les cellules CHO-DHFR" (American Type Culture Collection, Rockville, 
USA) ont ete transferees selon la technique au phosphate de calcium 
(Calcium phosphate transfection kit, 5 prime 3 prime Inc., Boulder, U.S. A). 
Culture Cellulaire- 

Les cellules sont cultivees en milieu HAM deficient en Hypoxanthine et 
Thymidine (Biochrom, Vindelle, France) avec 10 % de serum de veau 
dyalise (SVF GIBCO BRL, Paisley, Ecosse) et 1% de glutamine (Sigma, St 
Louis, USA). 

Les cellules transferees par pMAMNeo sont selectionnees par leur 

capacite de resistance a la neomycine (G418, 0.7 microg/ml) (Sigma). 

La production de mCR1 dans les cellules transferees par le pMAMneo 

CR1-C4BP est induite par la dexamethasone (0.8 microg/ml). 

Les inventeurs ont utilises pour leurs experiences un appareil de cultures 

cellulaires en continu, en fibres creuses pour la production de proteines 
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recombinantes a I'echelle de quelques milligrammes ou quelques dizaines 
de milligrammes de proteines recombinantes. La plupart des experiences 
pourront etre menees a partir de surnageants de culture bruts ou 
concentres. Des preparations purifiees a petite echelle ont egalement ete 
preparees. 

Les syntheses d'olignonucleotides utilisees pour les constructions 
vectorielles ont ete effectuees pour adapter ie fragment C4BP C terminal 
sur chaque construction. Egalement les sequences nucleotidiques ont ete 
determinees sur sequenceur automatique a fluorescence pour le controle 
des constructions. 

Commentaires 

Les proteines multimeriques de I'invention, leur utilisation dans la 
fabrication d'un medicament a visee prophylactique ou therapeutique, ou 
leur utilisation comme outil de diagnostic ou de recherche sont tres 
puissantes. 

Leur utilisation peut etre un outil efficace pour I'analyse de mecanismes 
physiologiques dans la reponse immune, de meme que pour comprendre 
la physiopathologie de certaines affections dysimmunitaires. 
De telles molecules doivent permettre une immuno-intervention plus 
sophistiquee ouvrant la possibility de mieux etudier in vitro de nombreux 
mecanismes physiopathologiques. Dans certains cas, elle ouvrira la voie a 
une immuno-manipulation in vivo dans un but therapeutique. II s'agit done 
a la fois d'outils de recherche clinique physiopathologique, d'une 
recherche experimental in vitro et d'outils therapeutiques in vivo . 
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REVINDICATIONS 

1. Proteine multimerique recombinante, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins : 

a) une molecule de fusion A, de nature polypeptidique constituee 
d'un fragment C-terminal de la chaine a de la C4BP compris entre les 
acides amines 124 et 549 et d'un fragment polypeptidique heterologue a 
ladite chaine a, 

b) une molecule de fusion B, de nature polypeptidique constituee 
d'un fragment C-terminal de la chaine p de la C4BP compris entre les 
acides amines 120 et 235 et d'un fragment polypeptidique heterologue a la 
chaTne (3, 

les molecules en a) et b) etant associees dans leur partie C-terminale pour 
former ladite proteine multimerique. 

2. Proteine multimerique recombinante selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que le fragment C-terminal de la chaine a est compris 
entre les acides amines 493 et 549 et, en ce que ie fragment C-terminal de 
la chaine (3 est compris entre les acides amines 176 et 235. 

3. Proteine multimerique recombinante selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que le rapport en nombre de monomere a / 3 varie 
entre 7/1 et 5/3, et est de preference de 7/1 . 

4. Proteine multimerique recombinante selon Tune des revendications 
1 a 3 caracterisee en ce que les fragments heterologues en A et en B sont 
issus de ligands specifiques du systeme immunitaire, notamment issus de 
proteines lymphocytaires de surface du type CD, d'anticorps ou de 
fragments d'anticorps, d'antigenes ou de fragments d'antigenes. 
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5. Proteine multimerique recombinante selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que les fragments issus de proteines lymphocytaires 
sont ie CD4, le CD8, le CD16, le CD35 (ou CR1). 

6. Proteine multimerique recombinante selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que les anticorps ou fragments d'anticorps ont une 
specificite anti Rh(D). 

7. Proteine multimerique recombinante selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que les antigenes sont des antigenes vaccinants. 

8. Proteine multimerique recombinante selon Tune des revendications 
1 a 3, caracterisee en ce que le fragment heterologue en A est une 
enzyme therapeutique. 

9. Proteine multimerique recombinante selon Tune des revendications 
1 a 3, caracterisee en ce que les fragments polypeptidiques de fusion 
contiennent : 

- en A le CD4 ou un derive du CD4 et; 

- en B le scFv d'un anticorps, notamment un anticorps neutralisant ou, un 
anti Rh (D). 

10. Proteine multimerique recombinante selon Tune des revendications 
1 a 3, caracterisee en ce que les fragments polypeptidiques de fusion 
contiennent : 

- en A un antigene, notamment un antigene vaccinant, ou une enzyme 
therapeutique ou un CD35 (ou CR1) ou un anticorps, ou tout fragment de 
ceux-ci possedant la propriete de ligand de la molecule entiere, 

- en B un anticorps ou un fragment de celui-ci ayant conserve son epitope. 
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11. Proteine multimerique recombinante selon Tune des revendications 
1 a 3, caracterisee en ce que les fragments polypeptidiques de fusion 
contiennent : 

- en A un immogene vaccinant et 

5 - en B un CD4 ou une molecule derivee pourvu qu'elle conserve la 
propriete du ligand de la molecule entiere. 

12. Cellules procaryotes ou eucaryotes caracterisees en ce qu'elles ont 
ete transduites par un ou plusieurs plasmides contenant une sequence 

10 d'acide nucleique heterologue codant pour au moins une molecule 
polypeptidique de fusion A et une molecule polypeptidique de fusion B. 

13. Cellules selon la revendication 12 caracterisees en ce que les 
cellules ont ete soit, 

is - co-transduites par deux plasmides distincts, soit 

- transduites par un premier plasmide codant pour un premier polypeptide 
puis sur-transduites par le deuxieme plasmide codant pour le deuxieme 
polypeptide, soit , 

- resultent de la fusion de deux cellules dont Tune a ete transduite par un 
20 plasmide codant pour le premier polypeptide et I'autre a ete transduite par 

un plasmide codant pour le deuxieme polypeptide. 

14. Cellules selon Tune des revendications 12 ou 13 caracterisees en 
ce que le premier plasmide est celui depose le 12 juillet 1995 a la 

25 C.N.C.M. sous le N° 1-1610 et le deuxieme plasmide est celui depose a la 
C.N. CM; le 12 juillet 1995 sous le N° 1-1611. 

15. Procede de preparation d'une proteine multimerique definie dans 
Tune quelconque des revendications 1 a 11, caracterise en ce qu'il 

30 comprend au moins les etapes suivantes : 
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- la transduction de lignees cellulaires cibles par au moins un plasmide 
contenant chacune une sequence heterologue codant respectivement pour 
une chaine A ou B selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, 

- Texpression et isolement des chaines heterologues A et B, 

- la mise en milieu oxydant desdits polypeptides dans des proportions 
determinees, 

- Tisolement des multimeres. 

16. Procede selon ia revendication 15 caracterise en ce que les lignees 
transduites ont ete soit : 

- co-transduites par deux plasmides porteurs de sequences d'ADN codant 
respectivement pour les polypeptides A et B, ou 

- sur-transduites par deux plasmides, deux plasmides porteurs de 
sequences d'ADN codant respectivement pour les polypeptides A et B, ou 

- resultent de la fusion de cellules ayant respectivement ete transduites par 
un plasmide porteur d'une sequence d'ADN codant pour le polypeptide A 
et par un plasmide porteur d'une sequence d'ADN codant pour le 
polypeptide B. 

17 Utilisation d'une proteine multimerique recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 11 a la fabrication d'un medicament 
destine a la prevention de I'allo-immunisation foeto-maternelle. 

18. Utilisation d'une proteine multimerique recombinante selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 11 a la fabrication d'un medicament 
destine a la therapeutique ou a la prophylaxie des infections virales, 
bacteriennes ou parasitaires. 

19. Utilisation d'une proteine multimerique recombinante selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 11 a la fabrication d'un medicament 
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destine a la therapeutique des maladies auto-immunes et notamment le 
lupus erythemateux dissemine. 

20. Utilisation d'une proteine multimerique recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 11 dans un test de diagnostic 
necessitant ('intervention d'au moins deux ligands differents. 

21. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend 
en tant que principe actif une proteine multimerique selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 1 1 , ladite composition pharmaceutique 
permettant une immuno-therapie ou une immuno-prevention de 
pathologies liees notamment aux infections virales, bacteriennes, aux 
maladies auto-immunes ou allo-immune. 
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Voir la notification de transmission du rapport d'examen 
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B) ou classification nationale et CIB 
C12N15/62 


Deposant 

UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE et al. 



1. Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par 1'administration chargee de 1'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a l'article 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 

□ 



feuilles, y comprise la presente feuille de couverture. 



U est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des re venditions ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faues aupres de 
1'administration chargee de 1'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et 1'instrucuon 607 des 
Instructions admin is tratives du PCT). 



Ces annexes comprennent 



feuilles. 



Le present rapport contient des indications et les pages correspondantes relatives aux points suivants: 
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Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, l'activite inventive et la possibility duplication 
industrielle 



Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, l'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a 1'appui de cette declaration 



I 


m 


11 


□ 


III 


□ 


[V 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 
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Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
international 

14/02/1997 


Date d'achevement du present rapport 

1 3. 06. 97 


Norn et adresse postale de 1'administration chargee de 1'examen 
preliminaire international 
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I. Base du rapport 



1. Le present rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (Les feuilles de remplacement qui ont ete 
remises a 1 'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a 1 'article 14 sont considerees 
dans le present rapport cocme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles 
ne contiennent pas de modifications.): 



[x] de la demande internationale telle qu' initialement deposee. 



[ ] de la description, pages , telles qu' initialement deposees, 

pages , deposees avec la demande d'examen 

preliminaire international, 

pages , deposees sous couvert d'une lettre 

du , 

pages , deposees sous couvert d'une lettre 

du , 



des revendications, nos. , telles qu' initialement deposees, 

nos. , telles que modifiees en vertu de 

V article 19, 

nos. , deposees avec la demande d'examen 

preliminaire international, 

nos. , deposees sous couvert d'une lettre 

du , 

nos. , deposees sous couvert d'une lettre 

du , 



[ ] des dessins, feuilles/fig , telles qu'initialement deposees, 

feuilles/fig , deposees avec la demande d'examen 

preliminaire international, 
feuilles/fig , deposees sous couvert d'une lettre 

du , 

feuilles/fig / deposees sous couvert d'une lettre 

du , 



2. Les modifications ont entraine l'annulation 
[ ] de la description, pages 
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[ ) des revendications, nos. . 

[ ] des dessins, feuilles/fig. \ . 

3. [ ] Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

cone allant au-deld de l'expose de 1'invention tel qu'il a ete depose (regie 70.2.c)). 

4. Observations compleientaires, le cas echeant: 
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V. Declaration lotivee selon l'article 35.2) quant a la nouveaute, 1'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a l'appui de cette declaration 



1. DECLARATION . 



Nouveaute Revendications 1-21 OUI 

Revendications NON 

Activite inventive Revendications 1-21 OUI 

Revendications NON 

Possibility duplication industrielle Revendications 1-19 et 21 OUI 

Revendications NON 



2. CITATIONS ET EXPLICATIONS 

Les documents (D) suivants ont ete pris en compte pour 
1 ' etablissement du rapport d'examen preliminaire : 

Dl: WO 91/11461 

D2: J. B.C., 26l8(5), 1993, pp. 3033-36. 

I) Le document Dl (considere comme etat de la technique le 
plus proche parmi les documents cites dans le RRI) 
decrit des proteines multimeriques recombinantes du type 
C4BP uniquement constitutes de monomferes alpha dans 
lesquels les parties N-terminales ont ete substitutes 
par des polypeptides heterologues , notamment par des 
fragments de la proteine CD4. 

Bien que Dl (page 4, lignes 12-21) mentionne 1' existence 
d'une autre sous unit6 de 45kD (correspondant & la 
chaine beta) associee a C4BP, les constructions decrites 
dans ce document ne mettent en oeuvre que la chaine 
alpha . 

Dl consid6r6 seul ou combine avec D2 ne divulgue ni ne 
sugg^re l'objet de la presente demande, & savoir des 
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proteines multimeriques recombinantes du type C4BP 
constitutes non seulement de monomeres alpha dans 
lesquels les parties N-terminales ont 6t6 substituees 
par des polypeptides heterologues mais £aalement de 
monomeres beta dans lesquels les parties N-terminales 
ont ete substituees par des polypeptides heterologues. 

Ainsi, l'objet de la presente demande est conforme aux 
dispositions de 1 'Article 33.2 et 3 PCT. 

II) II n'existe pas de crit&re unique dans le PCT pour 

determiner si la revendication 20 (qui n'exclue pas une 
utilisation in vivo ^i est susceptible d' application 
industrielle . La brevetabilite peut aussi dependre de la 
mani^re dont la revendication est formulae. Ainsi, 
1' Office Europeen des brevets ne considfere pas comme 
susceptible d' application industrielle l'objet de 
revendications d' utilisation d'un compost k des fins 
mtdicales. Par centre , seront accept6es des 
revendications relatives & un compost connu, pour une 
premiere utilisation h des fins medicales ainsi que des 
revendications relatives h 1 'utilisation d'un tel 
compose dans la fabrication d'un medicament en vue d'un 
nouveau traitement medical. 



Fonnulaire PCT/IPEA/409 (feuille 4) (janvier 1994) 



Demande Internationale n* 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL PCT/FR96/0113 2 



VIII. Observations relatives k la deiande international 



Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins et 
de la question de savoir si les revendications se fondent enti&rement sur la description: 

1) La revendication 12 ne remplit pas les conditions 
decoulant des dispositions combinees de 1 'Article 6 PCT 
et de la Regie 6(3) (a) PCT, selon lesquelles une 
revendication doit definir l'objet pour lequel la 
protection est demandee en terme de caracteristiques 
techniques de 1' invention- En effet, les polypeptides de 
fusion A et B ne sont pas definis. 

2) Dans les revendications 1 et 2 , 1' expression "fragment 
... (est) compris entre les acides amines ... et ..." 
est vague et Equivoque car elle n'exclue pas des 
fragments tr&s courts ( 1 ou 2 acides amines) n'etant pas 
du tout caracteristiques des chaines alpha ou beta. Ceci 
introduit une ambiguity quant & l'objet reel des 
revendications. La condition de clarte enonc6e & 

1 'Article 6 PCT n'est done pas remplie. 

3) Dans le cadre de la presente demande, un raonom^re n'est 
pas constitu£ par alpha ou beta mais par une molecule de 
fusion A ou B (voir revendication 3). 

4) Dans les revendications 9 et 10, "les fragments 
polypeptidiques de fusion" ne correspondent & aucun 
616ment def ini dans les revendications 1-3 . 

5) II semble que le terme "transduit" (revendications 12-13 
et 15-16) soit impropre dans la mesure ou il s' applique 
aux virus et non aux plasraides. 

6) La revendication 15 (page 27, lignes 1-3) n'est pas 
clairement formulae. La transduction telle que decrite 
dans ce passage ne permet pas "1 'expression et 



Fomulaire PCT/IPEA/409 (feuille 5) (janvier 1994) 



Demande international n 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL PCT/FR96/0 11 3 2 



l'isolement des chaines heterologues A et B" . A noter 
que le passage correspondant de la description (page 8, 
lignes 9-18) n'est pas compatible avec cette 
revendication 15. 

7) Dans la revendication 16, l'obtention de lignees 

sur-transduites suppose deux 6tapes (voir page 8, lignes 
23-25 de la description) . Ceci ne ressort pas de la 
formulation utilisee . 
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